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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Z naraščanjem prebivalstva in širitvijo kmetijskih dejavnosti postaja voda vse bolj 
onesnažena z biološkimi dejavniki. Z novimi tehnologijami lahko v vodi zaznavamo 
prisotnost številnih mikrobov. Med njimi so poleg človeških in živalskih virusov tudi 
rastlinski virusi, ki se, kljub nizkim koncentracijam, lahko prenašajo na rastline in jih 
okužujejo. Prisotnost rastlinskih virusov v vodi so prvič opisali pred tridesetimi leti 
(Koenig, 1986), od takrat pa raziskujemo njihov izvor v vodi in vodo kot način razširjanja 
(Mehle in Ravnikar, 2012). Rastlinski virusi, ki so dokazano prisotni v vodnih virih, so v 
okolju relativno stabilni, vendar sta možnost njihovega preživetja v vodi in širjenje z vodo 
slabo raziskana (Mehle in Ravnikar, 2012). 
 
Rastlinski patogeni mikrobi se širijo z  globalizirano proizvodnjo hrane in tako se na novih 
območjih srečujemo s pojavljanjem novih virusnih povzročiteljev rastlinskih bolezni. 
Nekateri rastlinski virusi, ki pri hranjenju ljudi ali živali z okuženimi rastlinami preživijo 
pot skozi prebavni trakt, nato s kanalizacijskimi odplakami zaidejo v okoljske vode; te pa 
se lahko uporabljajo za namakanje rastlin. Prisotnost rastlinskih virusov v vodi, zaradi 
obstojnosti v okolju in enostavne mehanske prenosljivosti, predstavlja potencialno 
nevarnost za okužbo ekonomsko pomembnih rastlin. Pomembno je, da viruse v vodah 
pravočasno zaznamo in s tem preprečimo pojav bolezni pri gostiteljskih rastlinah. Kljub 
temu, da ima prisotnost virusov v vodah epidemiološki pomen, pa zaznava virusne 
nukleinske kisline z molekularnimi metodami še ne pomeni, da je v vzorcu prisoten 
infektiven virus.  
 
Zanimiv sistem za študij prisotnosti virusov v okoljskih vodah so vtoki in iztoki čistilnih 
naprav (Cantalupo in sod., 2011).  
 
1.2 NAMEN DELA 
 
Analizirali smo vodni vzorec vtoka v čistilno napravo Domžale – Kamnik, v katerem sta 
prisotna predstavnika rastlinskih RNA-virusov v skupini zelo stabilnih in razširjenih 
tobamovirusov – virus zelene lisavosti in mozaika kumar (Cucumber green mottle mosaic 
virus; CGMMV) in virus blage lisavosti paprike (Pepper mild mottle virus; PMMoV). 
Viruse smo najprej koncentrirali z monolitno kromatografijo CIM, nato pa z metodo 
verižne reakcije s polimerazo z reverzno transkriptazo v realnem času (RT-qPCR) 
zaznavali njihove molekule RNA. Z okuževanjem testnih rastlin smo nato skušali potrditi 
ali ovreči infektivnost zaznanih rastlinskih virusov. V poskuse smo vključili kontrole, ki so 
nam pomagale razumeti vpliv snovi prisotnih v koncentratu CIM na infektivnost virusov. 
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 Želeli smo ugotoviti: 
 
 največjo razredčino virusov v vodi, s katero še lahko okužimo testne rastline; 
 ali koncentrirani virusi iz vzorca vtoka v čistilno napravo lahko okužijo testne 
rastline; 
 ali infektivni virusi v kombinaciji s koncentriranimi virusi iz vtoka v čistilno napravo 
lahko okužijo testne rastline;  
 ali snovi prisotne v koncentratu virusov vplivajo na infektivnost virusov. 
 
1.3 DELOVNA HIPOTEZA 
 
Virusi CGMMV in PMMoV iz vtoka v čistilno napravo so po koncentriranju s CIM 






















Bačnik K. Infektivnost  virusa … v vodnih vzorcih vtoka v čistilno napravo Domžale - Kamnik.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
3 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 RASTLINSKI VIRUSI V OKOLJSKIH VODNIH VIRIH 
 
Prisotnost rastlinskih virusov izven gostiteljskih rastlin v preteklosti ni bila pogosta tema 
raziskav. Pomembna razloga za to sta pomanjkanje učinkovitih metod za detekcijo nizkih 
koncentracij virusov v vzorcih s kompleksno sestavo (Mehle in Ravnikar, 2012) in 
odsotnost filogenetskega označevalca v virusnem genomu, kot je npr. 16S rRNA za 
bakterije (Edwards in Rohwer, 2005). Z razvojem metod za koncentriranje in detekcijo  
mikrobov oz. njihovega genetskega materiala zdaj dobivamo širši vpogled v prisotnost in 
raznolikost virusov v okoljskih vodnih vzorcih. 
 
Prisotnost rastlinskih virusov v vodi so prvič opisali pred tridesetimi leti (Koenig, 1986);  
število objav o prisotnosti virusov v okoljskih vodah pa se je povečevalo v zadnjem 
desetletju. Vodo kot sistem za prenos med gostiteljskimi rastlinami izkoriščajo virusi iz 
vsaj sedmih rodov (Carmovirus, Cucumovirus, Diathovirus, Tobamovirus, Necrovirus, 
Potexvirus, Tombusvirus) (Mehle in Ravnikar, 2012). Po podatkih številnih 
metagenomskih študij, v katerih so analizirali odpadne vode, morsko vodo, jezera, reke ter 
reciklirano vodo, je virusna raznolikost še večja. Z metodami naslednje generacije 
sekvenciranja so v neobdelanih odpadnih voda zaznali predstavnike dvanajstih družin 
rastlinskih virusov (Ng in sod., 2012). Sekvenca virusnega genoma, določena v 
metagenomski študiji, pa ne pomeni nujno tudi prisotnosti infektivnih virusnih delcev 
oziroma ne pomeni nujno, da koncentracije infektivnih virusnih delcev  dosega meje za 
uspešno okužbo testnih rastlin (Rosario in sod., 2009a).  
 
Rastlinski virusi, prisotni v okoljskih vodah, imajo nekatere skupne lastnosti, ki se 
navezujejo na njihovo stabilnost, način prenosa in gostiteljske rastline. Večina je v okolju 
relativno stabilna in preživi daljše obdobje izven gostitelja. Ne poznamo žuželčjih 
prenašalcev, ki bi jim omogočali širjenje po zraku in prek večjih razdalj. V gostiteljskih 
rastlinah se namnožijo v visokih koncentracijah in se sproščajo v okolje iz korenin. Iz 
okužene rastline se hitro razširijo na sosednje rastline z mehanskim kontaktom nad ali pod 
tlemi. Pogosto imajo širok spekter gostiteljev (Koenig, 1986; Mehle in Ravnikar, 2012; 
Büttner in Koenig, 2014). 
 
2.1.1  Izvor virusov v okoljskih vodnih virih 
 
Virusi se v okoljske vode sproščajo iz korenin okuženih rastlin, ki rastejo v bližini vode, 
ter iz poškodovanega in razkrajajočega se rastlinskega materiala (Koenig, 1986). Dodaten 
izvor predstavlja spiranje zgornjih plasti tal, kjer so lahko prisotni živalski iztrebki ali 
razpadajoč okužen rastlinski material. Voda lahko ob neurjih izpira iz tal tudi z virusom 
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okužena semena, glive in glivne spore ter nematode kot virusne prenašalce (Mehle in 
Ravnikar, 2012).  
 
Nekateri rastlinski virusi, ki so prisotni v rastlinah, preživijo pot skozi prebavni trakt ljudi 
ali živali ter tako s kanalizacijskimi odplakami zaidejo v okoljske vode, ki se nadalje lahko 
uporabljajo za namakanje rastlin. Da rastlinski virusi lahko ohranijo infektivnost po 
prehodu skozi prebavni trakt človeka, so pokazali že Tomlinson in sod. (1982). Z 
metagenomskim pristopom v človeških iztrebkih najdemo številne rastlinske viruse (Zhang 
in sod., 2006).  Najbolj pogosto zastopan je virus blage lisavosti paprike (Pepper mild 
mottle virus; PMMoV), ki velja za pokazatelja fekalne onesnaženosti vode. Njegova 
prisotnost v vodi tako kaže na povečano tveganje za gastrointestinalne okužbe ljudi 
(Symonds in sod., 2016). 
2.1.2 Preživetje in infektivnost v okoljskih vodnih virih 
 
Prisotnost virusov v okoljskih vodah ima epidemiološki pomen pod pogojem, da virusi 
ohranijo sposobnost okužbe rastlin. Za živalske in človeške viruse je znano, da ostanejo v 
vodi infektivni dlje časa, če so agregirani ali adsorbirani na trde delce, na primer na glino, 
silikate, organske ostanke, bakterije ali alge (Labelle in Gerba, 1980, cit. po Mehle, 2014).  
 
Zhang in sod. (2006) so dokazali 35 različnih rastlinskih virusov oz. virusnih RNA v 
vzorcih človeških iztrebkov. Prevladovale so sekvence PMMoV, za katerega so dokazali, 
da je infektiven v človeškem blatu in lahko okuži testne rastline. Peng in sod. (2015) so 
potrdili, da PMMoV ohrani infektivnost tudi v procesu predelave hrane, v omakah in 
posušeni papriki. Študije prenosa virusa CGMMV v namakalnih sistemih so potrdile, da se 
zdrave rastline okužijo z virusi, prisotnimi v hranilni raztopini. Okužba zdravih kumar in 
bučk s CGMMV se je pojavila po šestih tednih. Če voda v sistemu kroži, virusne 
koncentracije hitro naraščajo (Büttner in sod., 1995). CGMMV so v  New Delhiju v Indiji 
izolirali iz reke, ki se uporablja za namakanje. Študija je pokazala, da virus ostaja 
infektiven v rastlinskem materialu vsaj štiri mesece. Termična inaktivacija virusa je bila 
med 85 in 95 °C, največja razredčina virusa iz rastlinskega materiala okuženih kumar za 




(Vani in Varma, 1993). 
 
Manj stabilni virusi ne morejo ohraniti infektivnosti v vodi in pri prehodu skozi prebavni 
trakt ljudi in živali. Nekateri od teh pa preživijo v glivnih sporah ali v semenih, ki se lahko 
razširjajo z vodo in vetrom (Matthews, 1992). 
2.1.3 Okoljski vodni viri kot način prenosa rastlinskih virusov 
 
Za razliko od človeških in živalskih virusov, rastlinske viruse pri prenosu na nove 
gostiteljske rastline omejujejo nepremičnost rastlin in stene rastlinskih celic, ki 
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predstavljajo dodatno bariero pri prehodu v notranjost celice.  Prenosi rastlinskih virusov 
so tako pogosto vezani na prenašalce in na prenos okuženih semen z vetrom ali vodo.  
 
Rastline se lahko okužijo z virusi, prisotnimi v vodi, skozi korenine ali nadzemne dele 
rastline (Mehle, 2014). Številni rastlinski virusi vstopijo v rastline skozi korenine s 
pomočjo prenašalcev ali skozi poškodovane koreninske laske ter druge manjše rane, ki se 
pojavijo med rastjo korenine. Verjetnost okužbe skozi liste oz. nadzemne dela rastline se 
poveča z uporabo namakalnih sistemov s pršenjem (Mehle in Ravnikar, 2012; Büttner in 
Koenig, 2014). Okužba se lahko pojavi tudi v času kalitve semen, če ta kalijo v okuženi 
vodi. Za nekatere viruse so dokazali povečano učinkovitost prenosa ob prisotnosti gliv.  
 
Okužba poganjkov z okuženo vodo skozi korenine in njen obseg sta odvisna od 
koncentracije virusov v vodi, kar so potrdili na primeru virusa mozaika paradižnika 
(Tomato mosaic virus, ToMV) (Pares in sod., 1992). Rastlinski virusi, prisotni v okoljskih 
vodah, pogosto nimajo prenašalca, ki bi jim omogočil prenos na daljše razdalje. V 
gostiteljskih rastlinah se namnožijo v visokih koncentracijah in se širijo z mehanskim 
stikom na liste sosednje rastline ali po tleh skozi korenine sosednjih rastlin. Njihova 
razširitev v okoljske vode, h kateri pripomore človeška dejavnost, jim v nadaljevanju 
omogoča širjenje na daljše razdalje izven omejenih območij. Voda kot način prenosa 
rastlinskih virusov predstavlja veliko nevarnost v kmetijstvu in hortikulturi, kjer se 
uporabljajo namakalni sistemi (Mehle in Ravnikar, 2012).  
 
Po vsem svetu vse več rastlin gojijo na hidroponijah. Hidroponsko gojenje je način gojenja 
rastlin v vodi, ki ji dodamo hranila, potrebna za rast (Krese, 1989). Težavo uspešni 
proizvodnji na hidroponijah lahko predstavljajo rastlinski patogeni, ki so prisotni že v 
primarnem vodnem viru ali vstopijo v namakalni sistem in se po njem razširijo. Če voda v 
sistemu kroži, lahko pride do hitre širitve patogenih virusov, prisotnih v hranilni raztopini 
(Stewart-Wade, 2011). Tak način okužbe z virusom PMMoV so pokazali  Pares in sod. 
(1992). V hidroponskem sistemu se virusi lahko širijo tudi s stikom listov, koreninami, 
prenašalci, orodjem, oblekami in rokami zaposlenih ljudi (Büttner in Koenig, 2014; Mehle 
in Ravnikar, 2012).  
 
CGMMV so na Nizozemskem našli v površinskih vodah, ki se uporabljajo za zalivanje 
rastlinjakov za gojenje kumar. Virus so zaznali spomladi, kontaminacija je dosegla 
vrhunec v juniju in juliju. Koncentracija virusa se je znižala avgusta ob koncu pobiranja 
pridelka, ko se je zmanjšala količina vode potrebne za zalivanje, in se ponovno povišala 
septembra ob izpiranju tal v rastlinjakih. CGMMV so našli tudi v izcedni vodi na 
smetiščih, kjer se odlaga zavržene plodove in rastlinski material. Prav tako so ga našli v 
iztrebkih krav, ki so se hranile z okuženimi plodovi. Virusa niso zaznali v vodi iz pipe in 
vodnjakov (Dorst, 1988). 
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CGMMV so izolirali iz reke Jamuna v Indiji, katere vodo uporabljajo za zalivanje na 
kmetijskem raziskovalnem inštitutu. Infektivnost CGMMV so dokazali na testnih rastlinah, 
kar potrjuje, da lahko voda za zalivanje igra pomembno vlogo pri njegovem širjenju (Vani 
in Varma, 1993). Poskusi s kapljičnim namakanjem rastlin, med katerimi je bila ena 
okužena s CGMMV, so pokazali, da se v desetih tednih virus razširi na prvo in drugo 
rastlino v bližini okužene, kar predstavlja razdaljo prenosa 1,8 m. S pretočnim 
namakanjem pa so se postopoma okužile prva, druga in tretja rastlina oziroma vse na 




Rod Tobamovirus spada v virusno družino Virgaviridae. Trenutno v rod uvrščamo 37 vrst 
virusov, tipsko vrsto predstavlja virus mozaika tobaka (Tobacco mosaic virus, TMV) 
(ICTV, 2016.) Virusni delci so brez ovojnice, filamentozni, z vijačno simetrijo. Dolgi so 
približno 300 nm in široki 18 nm. Genom sestavlja linearna, nesegmentirana,  enoverižna, 
pozitivno usmerjena RNA z dolžino približno 6450 bp (ICTV, 2016). Genom kodira vsaj 
štiri proteine (Slika 1), dva nestrukturna sta vpletena v virusno replikacijo in predstavljata 
od RNA odvisno polimerazo RNA (RdRp). Zapis zanjo je na 5' koncu genoma, večji 
izmed proteinov nastane s supresijo stop kodona v sredini genoma. Druga dva proteina, 
gibalni protein (MP), ki omogoča širjenje virusa med celicami, in plaščni protein (CP), 
imata zapis na ločenih subgenomskih molekulah mRNA (Creage in sod., 1999). 
 
Slika 1: Shematski prikaz genoma tobamovirusov (prirejeno po: ViralZone, 2015). 
 
Filogenetske analize kažejo na skupen izvor tobamovirusov in kodivergenco oziroma 
evolucijsko ločitev virusov skupaj s svojimi gostiteljskimi rastlinami. Virusi z bolj 
podobnim genomom si do neke mere delijo skupne gostiteljske rastline (Stobbe in sod., 
2012). 
 
Po vstopu v rastlinsko celico se virusna RNA sprosti v citoplazmo, kjer poteka virusna 
replikacija. Virusna RNA se prevede v dva proteina potrebna za nadaljnjo sintezo RNA, ta 
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translacija vključuje supresijo terminacije. Iz enovijačne RNA s pomočjo virusne 
polimeraze dobimo dvojnovijačno RNA, ki se prepisuje v virusne molekule mRNA za 
sintezo proteinov, in enovijačne RNA, ki bodo predstavljale genom novih virusov. 
Sintetizirata se strukturni plaščni protein in gibalni protein, ki omogoča prehod virusa med 
rastlinskimi celicami (ViralZone, 2015). Tobamovirusi povzročajo nastanek lisavosti, 
mozaika, občasno tudi nekroz na listih. Način prenosa virusov je mehanski, specifičnih 
prenašalcev ne poznamo. 
 
Okužba rastline je na začetku lokalizirana, nato pa se virus razširi po žilnem sistemu 
rastline in povzroči sistemsko okužbo. Natančni mehanizem širjenja tobamovirusov po 
rastlini ni poznan. Chen in Citovsky (2003) v svoji študij dokazujeta vpletenost 
rastlinskega encima pektin metilesteraze pri širjenju virusa TMV po žilnem sistemu 
rastline.  
 
2.2.1 Virus zelene lisavosti in mozaika kumar  
 
CGMMV uvrščamo v rod Tobamovirus.  Prvič so ga odkrili v tridesetih letih  prejšnjega 
stoletja kot virus kumar 3 (Cucumber virus 3 v Angliji) (Ainsworth, 1935, cit. po Mackesy 
in Sullivan, 2016). Od odkritja se je razširil po svetu in povzroča velike ekonomske izgube 
pri pridelavi kumar, buč in lubenic (Reingold in sod., 2016). Virusni delci so brez 
ovojnice, nitasti, z vijačno simetrijo. Dolgi so približno 300 nm, široki približno 15 nm, 
genom pa predstavlja pozitivno polarna enoverižna RNA, ki kodira proteina za replikacijo 
(RdRp,126 kDa in 180 kDa), gibalni protein (MP, 30 kDa) ter plaščni protein (CP, 17 kDa) 
(Mackesy in Sullivan, 2016).  
 
Tobamovirusi, vključno s CGMMV, so zelo stabilni in lahko ohranjajo infektivnost dolgo 
časa tudi izven žive gostiteljske rastline v rastlinskem materialu, tleh ter na površini semen. 
Majhno število okuženih rastlin v rastlinjaku lahko privede do širitve virusne okužbe na 
celoten pridelek (Ellouze in sod., 2016). Številni izolati CGMMV, ki so jih izolirali v 
različnih evropskih in azijskih državah, se razlikujejo glede na gostiteljske rastline in 
interakcije z njimi (Mackesy in Sullivan, 2016). Nekatere izolate, ki so jih v preteklosti 
uvrščali med CGMMV, sedaj obravnavajo kot ločene virusne vrste; npr. Yodo CGMMV 
(CGMMV-Y) in CGMMV kumar (CGMMV-Cu) sedaj spadata pod virus zelene lisavosti 
in mozaika Kyuri (Kyuri green mottle mosaic virus, KGMMV) (Varveri in sod., 2002). 
 
Gostiteljske rastline virusa CGMMV večinoma spadajo v družino Cucurbitaceae, kar pa ne 
pomeni da virus lahko okuži vse rodove in vrste znotraj omenjene družine oziroma za to 
nimamo dokazov (Freeman in sod., 2016). Med najpogostejše gostitelje spadajo lubenice 
(Citrullus lanatus in Citrullus vulgaris), melone (Cucumis melo), kumare (C. sativus), 
različne vrste buč (Cucurbita spp., Lagenaria siceraria) (Tesoriero in sod., 2016). V 
zadnjih letih se pojavlja vse več poročil o okužbah rastlin, ki ne spadajo v družino 
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Cucurbitaceae. Gre predvsem za plevelne rastline. Dokazane so bile naravne okužbe rastlin 
iz družin Amaranthaceae, Apiaceae, Boraginaceae, Chenopodiaceae, Portulacaceae in 
Solanaceae (Boubourakas in sod., 2004). Plevelne rastline znotraj in v okolici polj in 
rastlinjakov okuženih s CGMMV morajo biti obravnavane kot potencialni vir nadaljnjih 
okužb (Shargil in sod., 2017). 
 
Kot zgodnje bolezensko znamenje okužbe s CGMMV se pojavi bledenje zelene barve 
okrog listnih ven in gubanje mladih listov. Starejši listi posvetlijo in postanejo klorotični. 
Lahko se pojavi gubanje listov, ki ga spremljajo lisavost, mozaik in upočasnjena rast 
rastline. Gubanje listov je bolj izrazito pri nizkih temperaturah, ko rastline rastejo 
počasneje. Bolezenska znamenja okužbe s CGMMV se razlikujejo glede na gostiteljsko 
rastlino, količino inokuluma in razmere v okolju. Pojavijo se med sedmim in štirinajstim 
dnem po inokulaciji. Za plodove okuženih rastlin je značilna zmanjšana velikost in 
lisavost. V nekaterih primerih plodovi na zunaj ne kažejo bolezenskih znamenj, znotraj pa 
so nekrotični (Mackesy in Sullivan, 2016). 
 
CGMMV je dokazano prisoten v več kot tridesetih državah na vseh celinah. Leta 2013 so 
ga prvič našli v ZDA, leta 2014 pa v Avstraliji. Leta 2005 so ga našli tudi na Antarktiki, 
kar kaže na njegovo stabilnost v težkih vremenskih razmerah in zmožnost širjenja na dolge 
razdalje (Polischuk in sod., 2007). O okužbah z virusom CGMMV so poročali tudi v 
mediteranskih državah kot so Francija, Grčija, Izrael in Španija. 
 
CGMMV se prenaša z mehanskih stikom med okuženo in neokuženo gostiteljsko rastlino, 
po tleh in z vodo, prenaša ga tudi človek  s kontaminiranimi rokami, obleko in orodjem. Na 
daljše razdalje se virus lahko širi z okuženimi semeni, sadikami in zemljo (Reingold in 
sod., 2016). Okužena semena so verjetno najbolj pomemben vir okužb v komercialnih 
nasadih gostiteljskih rastlin, prav tako pa globalno trgovanje s semeni predstavlja glavno 
pot za širitev virusa na nova območja (Choi, 2001). Ni znano, da bi se virus v naravi lahko 
prenašal z žuželkami. Rao in Varma (1984) poročata, da so v eksperimentalnih razmerah 
rastlinojedi hrošči (Raphidopalpa fevicollis) povzročili prenos virusa na deset odstotkov 
testnih rastlin. CGMMV so dokazali tudi v cvetnem prahu buče vodnjače (Lagenaria 
siceraria) (Rao in Varma, 1984). Naravnega prenosa s cvetnim prahom niso potrdili, a so v 
eksperimentalnih razmerah z umetnim opraševanjem cvetov kumar z okuženim cvetnim 
prahom povzročili okužbo 51 % testnih rastlin, njihovih plodov in semen (Liu in sod., 
2014). 
 
CGMMV so izolirali iz vode v namakalnih sistemih in iz površinskih vod, kar lahko vodi v 
okužbo rastlin (Dorst, 1988). Virus se lahko razširi na nove gostiteljske rastline s hranilno 
raztopino, ki kroži v namakalnih sistemih (Büttner in sod., 1995). 
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2.2.2 Virus blage lisavosti paprike  
 
PMMoV uvrščamo v rod Tobamovirus. V Evropi so ga prvič priznali kot samostojen virus 
leta 1984 (Wetter in sod., 1984), predhodno pa so ga opisali v ZDA kot latentni sev TMV 
(McKinney, 1952, cit. po Sevik, 2011).  
 
Glavne gostiteljske rastline spadajo v rod Capsicum. Eksperimentalno pa PMMoV lahko 
okužuje tudi rastline iz nekaterih drugih rodov družine Solanaceae in redke predstavnike iz 
družin Chenopodiaceae, Cucurbitaceae, Labiatae in Plantaginaceae (Wetter in sod., 1984). 
Virusni delci so nitasti, z vijačno simetrijo, brez ovojnice.  Dolgi so 312 nm, široki 18 nm,  
genom pa predstavlja pozitivno polarna enoverižna RNA. Genomska RNA izolatov iz 
različnih držav vsebuje približno 6400 nukleotidov in ima štiri odprte bralne okvirje, ki 
kodirajo proteina za replikacijo (RdRp, 126 kDa in 183 kDa), gibalni protein (MP, 28 kDa) 
ter plaščni protein (CP, 17 kDa) (Jarret in sod., 2008). 
 
Okužbe s PMMoV povzročajo velike izgube pridelka, tako pri gojenju na polju kot v 
rastlinjakih. Do bolezni najpogosteje pride zaradi okuženih semen. Pogosto ga najdemo na 
zunanji površini semen, zelo redko v notranjosti. V rastlino ali redkeje v seme rastline 
vstopa preko mikroskopskih ran. PMMoV je zelo stabilen in lahko dolgo časa preživi ter 
ostane infektiven v rastlinskem materialu, na površinah rastlinjakov, posodah in orodju. 
Infektivnost virusa se dolgo časa ohranja tudi v tleh, kar lahko vodi v ponovno okužbo 
pridelka. Na predhodno okuženem območju svetujejo, da se zamenja vrsta rastlin (Lamb in 
sod., 2001). V tleh z nižjim deležem organskih snovi in nižjim pH je adsorbcija PMMoV 
večja, večji delež humusa pa jo inhibira (Ryota in sod., 2012). PMMoV se prenaša na 
daljše razdalje z okuženimi semeni, na krajše razdalje pa z neposrednim stikom listov 
oziroma ga posredno prenaša človek s kontaminiranimi rokami, rokavicami, oblekami in 
orodjem. Virusa ne prenašajo žuželke, večji pomen pri prenosu virusa imajo človeške 
dejavnosti (Naqvi, 2004). 
 
Listi rastlin, okuženih s PMMoV, so lisasti, rumenkasti ali svetlo zeleni ter nagubani. 
Bolezenska znamenja so bolj izrazita na mlajših listih. Rastline zaostajajo v rasti, še 
posebej če se okužijo v zgodnjem razvoju (Wetter in sod., 1984). Bolezenska znamenja se 
razlikujejo glede na virulenco posameznega seva, dovzetnost gostiteljske rastline in 
okoljske dejavnike. Bolezenska znamenja so lahko blaga, tako da okužene rastline ostanejo 
neopažene, dokler se bolezenska znamenja ne pojavijo na plodovih, kar pa vodi v širitev 
okužbe na sosednje rastline ter večje izgube pridelka zaradi zakasnitve uvedbe potrebnih 
ukrepov (Lamb in sod., 2001). Plodovi okuženih rastlin so manjši, lisasti oziroma 
spreminjajo barvo z dozorevanjem. Najbolj značilna pa je deformirana oblika plodov z 
neravno površino z izboklinami. Opazne so tudi rjave nekroze na plodovih in listih (Lamb 
in sod., 2001). Virusni delci PMMoV v rastlinskih celicah tvorijo inkluzijska telesca. 
Skupki virusov so v citoplazmi, posamezni virusi pa v vakuoli (Kim, 2005). 
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Gostiteljske rastline imajo lahko odpornostne gene, ki jih zaščitijo pred virusnimi 
okužbami. Znani so štirje odpornostni geni za tobamoviruse (L1, L2, L3 in L4), ki so aleli 
lokusa L, prisotnega v genomu vrst znotraj rodu Capsicum. Mehanizem odpornosti 
predstavlja preobčutljivostna reakcija, ki povzroči nastanek nekrotičnih lokalnih lezij 
(Tsuda in sod., 1998). 
 
PMMoV je zelo razširjen rastlinski virus in ga najdemo povsod po svetu, kjer prideluje 
papriko. Virus so potrdili v Severni Ameriki, Avstraliji, na Japonskem, na Kitajskem, v 
Severni Afriki in Evropi. Najbližje Sloveniji so o okužbah s PMMoV poročali v Italiji 
(Wetter in sod., 1984) in na Madžarskem (Burgyan in sod., 1978).  
 
Študije so pokazale, da je PMMoV dober indikator fekalne onesnaženosti vode. Rosario in 
sod. (2009b) so pokazali, da je virus zelo razširjen in prisoten v visokih koncentracijah v 
odpadnih vodah v ZDA. S PCR v realnem času so določili koncentracije PMMoV v 
neprečiščenih odplakah, prečiščenih odpadnih vodah, v morski vodi, izpostavljeni 
odpadnim vodam in v fekalnih vzorcih različnih živali. PMMoV je bil prisoten v vseh 
odpadnih vodah v koncentracijah večjih od 10
6 
kopij RNA/mL. Kljub splošni pristnosti 
PMMoV v človeških iztrebkih, ga v večini vzorcev živalskih iztrebkov niso potrdili. Virus 
je bil prisoten v štirih od šestih vzorcev morske vode v bližini iztoka čistilnih naprav, kjer 
so, poleg PMMoV, dokazali tudi druge patogene mikrobe oziroma indikatorje fekalne 
onesnaženosti (Rosario in sod., 2009b). Do podobnih zaključkov so pripeljale tudi študije 
narejene na vzorcih vode iz Rena in reke Ruhr v Nemčiji (Hamza in sod., 2011). 
 
2.3 DOLOČANJE RASTLINSKIH VIRUSOV V VODI 
 
 
Koncentracija virusov v vodi je pogosto nizka, zato jih moramo pred  njihovo detekcijo 
koncentrirati. Infektivnost virusov dokazujemo z mehansko inokulacijo testnih rastlin. V 
diagnostiki virusnih bolezni rastlin pogosto uporabljamo encimsko-imunski test ELISA 
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Občutljivost testa je odvisna od kakovosti 
uporabljenih protiteles. S testom DAS ELISA (double-antibody-sandwich ELISA) lahko 
zaznamo koncentracije rastlinskih virusov od 1 do 10 ng/mL (Mehle, 2014). Večjo 
občutljivost dosežemo z molekularnimi metodami, kot sta verižna reakcija s polimerazo z 
reverzno transkriptazo (RT-PCR) in verižna reakcija s polimerazo z reverzno transkriptazo 
v realnem času (RT-qPCR). Z razvojem metod določanja nukleotidnega zaporedja 
naslednje generacije (next generation sequencing, NGS) lahko z metagenomskim 
pristopom zaznamo veliko raznolikost rastlinskih virusov v vodnih virih. Za analizo 
podatkov pridobljenih z NGS pa potrebujemo bioinformacijska orodja in baze podatkov s 
sekvencami virusnih genomov. Za vizualizacijo rastlinskih virusov uporabljamo 
elektronsko mikroskopijo, kjer z negativnim kontrastiranjem lahko razločimo virusne delce 
(Mehle in Ravnikar, 2012). 
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2.3.1 Koncentriranje virusov 
 
Pogosto brez predhodnega koncentriranja virusov v vodi ne moremo zaznati oziroma ne 
moremo dokazati njihove infektivnosti na testnih rastlinah. Poznamo več načinov 
koncentriranja virusov v vodnih vzorcih.  Pri nekaterih metodah se virusi adsorbirajo na 
elektronegativni ali elektropozitivni  nosilec z elektrostatičnimi interakcijami, nato pa jih 
speremo z elucijsko raztopino, ki pogosto vsebuje soli, aminokisline in goveji ekstrakt 
(Cashdollar in Wymer, 2013). Za koncentriranje lahko uporabimo ultrafiltracijo, ki temelji 
na izključitvi večjih delcev, medtem ko voda in delci z nizko molekulsko maso potujejo 
skozi filter. Glavna slabost te metode je zamašitev filtra pri vzorcih z večjo količino 
delcev. Primarnemu koncentriranju lahko sledijo metode sekundarnega koncentriranja kot 
so flokulacija, precipitacija v polietilenglikolu in ultracentrifugiranje. Cashdollar in Wymer 
(2013) v preglednem članku o koncentrianju virusov v vodi izpostavita, da so pri izbiri 
metode bolj kot lastnosti in volumen vzorca ter vrsta filtrov pomembne lastnosti virusa, ki 
ga želimo učinkovito koncentrirati. 
 
V preteklosti uporabljene metode za koncentriranje virusov v vodi so bile pogosto časovno 
zamudne in niso omogočale uporabe velikih volumnov, kar je lahko vodilo do  
nereprezentativnih rezultatov (Mehle in Ravnikar, 2012). Novejša metoda koncentriranja 
uporablja monolitne kromatografske nosilce CIM (Convective Interacion Media). Virusi se 
vežejo na kolono CIM, nato jih eluiramo s pufrom z visoko vsebnostjo soli. S 
koncentriranjem virusnih delcev na kolonah CIM so že večkrat uspešno dokazali viruse v 
vodi, npr. bakteriofage (Smrekar in sod., 2008), virus influence (Kalashnikova, 2008), 
rotaviruse (Gutiérrez-Aguirre in sod., 2009) in rastlinski virus ToMV (Kramberger in sod., 
2004). ToMV se je s to metodo koncentriral in pri tem ostal infektiven. Koncentriranje 
ToMV je bilo uspešno tudi pri koncentriranju vzorcev vod iz rek (Boben in sod., 2007). 
 
V primerjavi z drugimi metodami za koncentriranje rastlinskih virusov iz vode je omenjena 
metoda hitrejša in učinkovitejša; uporaba gradienta soli v elucijskem pufru pa omogoča 
tudi frakcionacijo koncentrata. Po koncentriranju virusov v vodi lahko viruse določimo z 
različnimi metodami. S kombinacijo različnih metod dosežemo bolj zanesljivo določitev  
virusov v vodah (Mehle, 2014). 
2.3.2 Biološki testi 
 
Infektivnost virusov dokazujemo z mehansko inokulacijo testnih rastlin, saj druge metode 
ne razlikujejo med infektivnimi in neinfektivnimi virusi. Z biološkim poskusom lahko 
določimo spekter gostiteljskih rastlin, za določitev vrste virusa pa moramo uporabiti bolj 
specifične metode. Z okužbo testnih rastlin viruse tudi namnožimo za nadaljnje 
diagnostične metode (Mehle, 2014). Teoretično je za mehansko okužbo dovolj en sam 
virusni delec, vendar jih običajno potrebujemo več, da pride do nastanka vidnih 
bolezenskih znamenj. Razlog za slabo učinkovitost prenosa virusov na testne rastline je v 
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tem, da med inokulacijo poškodujemo le del celic povrhnjice do mere, ki omogoča vstop 
virusov v citoplazmo. Uspešnost prenosa z mehansko okužbo na testne rastline je odvisna 
od stabilnosti in koncentracije virusa, od občutljivosti in starosti testne rastline ter od 
rastnih razmer (Dijkstra in De Jager, 1998).  
 
Po mehanski inokulaciji rastlin Nicotiana clevelandii z neobdelanimi vzorci vode za 
namakanje, okužene s ToMV, so določali infektivnost ToMV. V primeru predhodnega 
koncentriranja ToMV v taki vodi na monolitnem kromatografskem nosilcu CIM, so 
infektivnost ToMV določali z mehansko inokulacijo rastlin Nicotiana glutinosa (Boben in 
sod., 2007). Z biološkim poskusom so pokazali tudi infektivnost PMMoV v človeških 
iztrebkih. Rastline paprik so inokulirali z vzorci človeških iztrebkov, ki so bili pozitivni  na 
PMMoV. Po enem tednu so se pojavila značilna bolezenska znamenja na listih; virus so 
nato potrdili z RT-PCR (Zhang in sod., 2006). Kot dokaz okužbe plevelnih vrst okuženih s 
CGMMV v okolici okuženih polj kumar so z materialom iz vzorčenih plevelov inokulirali 
rastline kumar, melone ter Nicotiana benthamiana. Na ta način so potrdili infektivnost 
virusov v plevelnih vrstah, ki lahko predstavljajo potencialni vir okužb (Shargil in sod., 
2017). 
 
2.3.3 Določanje virusnih proteinov 
 
Najpogostejši način za določanje virusnih proteinov so serološke metode, ki temeljijo na 
reakciji med antigenom in specifičnim protitelesom. Uveljavljena serološka metoda je test 
ELISA v različnih izvedbah. Primernost testa ELISA za določanje rastlinskih virusov sta 
prva opisala Clark in Adams (1977). Druge serološke metode za dokazovanje prisotnosti 
rastlinskih virusov so imunodifuzijski test, precipitacija v gelu, odtis tkiva in različni hitri 
diagnostični testi, ki omogočajo dokazovanje virusov v rastlinah tudi na terenu (Mehle, 
2014). 
 
Pri preučevanju rastlinskih virusov v vodah so za določanje virusov ToMV poleg RT-PCR 
uporabljali tudi test DAS ELISA, ki pa je manj občutljiv in je tako manj primeren za 
detekcijo nizkih koncentracij virusa (Boben in sod., 2007). Test ELISA so prav tako 
uporabili pri analizi koncentriranja ToMV z monolitnim kromatografskim nosilcem CIM 
(Kramberger in sod., 2004). 
 
2.3.4 Detekcija nukleinskih kislin 
 
Prisotnost nukleinskih kislin določamo z molekularnimi metodami; za njihovo izvedbo pa 
je običajno potrebna predhodna izolacija nukleinskih kislin. Z določanjem nukleotidnega 
zaporedja virusa dobimo največ podatkov o virusnem genomu in neposredno dokažemo 
nukleinske kisline. Viruse lahko določamo tudi s hibridizacijskimi metodami (hibridizacija 
po Southernu, hibridizacija po Northernu, fluorescentna in situ hibridizacija - FISH, dot-
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blot hibridizacija) in metodami pomnoževanja delcev nukleinskih kislin (PCR in qPCR) 
(Mehle in Ravnikar, 2012; Mehle, 2014). 
2.3.4.1 Verižna reakcija s polimerazo 
 
S PCR pomnožujemo točno določen odsek nukleinske kisline. Ponavljajoč se proces 
denaturacije, prileganja in sinteze DNA privede do eksponentnega pomnoževanja odseka 
DNA, omejenega z začetnimi oligonukleotidi. Produkt PCR lahko po koncu reakcije 
zaznamo na agaroznem ali poliakriamidnem gelu (Newton in Graham, 1994). Če 
dokazujemo prisotnost RNA-virusov, najprej izvedemo reakcijo reverzne transkripcije 
(RT) virusne RNA v komplementarno cDNA, nato še PCR. 
 
Kvantifikacijo DNA oziroma RNA nam omogoča nadgradnja običajne RT-PCR metode 
oziroma RT-qPCR. Pri tej metodi dodatna končna analiza pomnoženih produktov ni 
potrebna, saj nastajanje produktov spremljamo med samo reakcijo pomnoževanja. 
Detekcija produktov je lahko nespecifična z barvili, ki se vežejo na fragmente DNA 
(interkalirajoča barvila, Sybr green) ali specifična s fluorescentno označenimi sondami, ki 
se vežejo na tarčno cDNA. Princip delovanja RT-qPCR temelji na tem, da večja kot je 
začetna koncentracija nukleinske kisline v izbranem vzorcu, hitrejše bo naraščanje 
koncentracije pomnoženih produktov v reakciji in s tem vstop v eksponentno fazo 
pomnoževanja. S spremljanjem količine pomnoženih produktov določimo Cq (treshold 
cycle), ki predstavlja cikel pri katerem zaznamo statistično značilno vrednost fluorescence 
oziroma pri katerem fluorescenca preseže nastavljeni prag (treshold). Vrednost Cq je 
obratno sorazmerna začetni količini tarčne cDNA v vzorcu (Ward in sod., 2004). 
 
RT-qPCR je zelo občutljiva metoda, s katero lahko dokazujemo nizke koncentracije 
virusov, z uporabo specifične sonde pa dosežemo visoko specifičnost. Z uporabo metode 
RT-qPCR se zmanjša možnost kontaminacij, do katerih lahko prihaja, kadar analiziramo 
končne produkte PCR na agaroznih ali poliakrilamidnih gelih. Metoda RT-qPCR je tako 
primerna za dokazovanje virusov v rastlinskem materialu, prenašalcih, tleh in vodi (Mehle, 
2014).  
 
Boben in sod. (2007) so razvili občutljivo, specifično in kvantitativno metodo RT-qPCR za 
detekcijo ToMV v namakalnih vodah iz okolja. S predhodnim koncentriranjem virusov na 
monolitnih kromatografskih nosilcih CIM so povečali občutljivost testa za več velikostnih 
razredov (Boben in sod., 2007). Celoten postopek, ki so ga uporabili, je primeren za nadzor 
okoljskih vodnih vzorcev (Mehle in Ravnikar, 2012). Z metodo RT-qPCR so spremljali 
prisotnost virusov v vodi in način prenosa virusov z vodo v eksperimentalnem 
hidroponskem sistemu (Mehle, 2014). RT-qPCR v realnem času so uporabili tudi za 
kvantifikacijo PMMoV v neprečiščenih odplakah, prečiščenih odpadnih vodah, morski 
vodi, izpostavljeni odpadnim vodam in v fekalnih vzorcih različnih živali (Rosario in sod., 
2009b). Z metode RT-qPCT so kvantificirali  PMMoV in človeške viruse kot indikatorje 
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fekalne onesnaženosti, v vzorcih vode iz rek (Hamza in sod., 2011) in PMMoV v vzorcih 
pitne vode iz različnih geografskih območij Japonske (Haramoto in sod., 2013). 
 
Kljub številnim prednostim, ima metoda RT-qPCR nekatere pomanjkljivosti, kot sta izbira 
standarda in prisotnost inhibitorjev. Absolutna kvantifikacija tarče temelji na umerjanju s 
standardom z znano koncentracijo; taki standardi pogosto niso na voljo oziroma je njihova 
priprava zamudna in draga. Na učinkovitost pomnoževanja močno vpliva tudi prisotnost 
inhibitorjev v preiskovanem vzorcu (Gibson in sod., 2012). Navedeni pomanjkljivosti 
lahko rešujemo z uporabo detekcije in kvantifikacije nukleinskih kislin s kapljično 
digitalno verižno reakcijo s polimerazo (ddPCR) (Baker, 2012). Metoda temelji na tem, da 
reakcijsko mešanico reakcije PCR razbijemo na veliko število reakcij majhnega volumna, 
po reakciji pa preštejemo, koliko reakcij je bilo negativnih in koliko pozitivnih. Rački in 
sod. (2014) so primerjali metodo RT-qPCR za detekcijo PMMoV z metodo RT-ddPCR 
brez spreminjanja parametrov. Ugotovili so, da metoda RT-ddPCR bolj tolerira prisotnost 
inhibitorjev iz kompleksnih matriksov, kot so semena, zeleni deli rastlin, vzorci tal in 
odpadne vode. Odpadna voda iz čistilne naprave Domžale - Kamnik je inhibirala detekcijo 
PMMoV tako z RT-qPCR kot z RT-ddPCR, vendar se je inhibicija z redčenjem odpadne 
vode z metodo RT-ddPCR zmanjševala, medtem ko je odpadna voda ne glede na redčitve 
inhibirala RT-qPCR. 
2.3.4.2  Sekvenciranje naslednje generacije 
 
NGS je v zadnjih letih omogočil velik preboj na področju virologije. Predstavlja netarčno 
visoko zmogljivo metodo za študije nukleotidnih zaporedij virusov in s tem odpira še pred 
kratkim nepredstavljive možnosti za odkrivanje novih virusov in študije njihove 
raznolikosti (Kutnjak in sod., 2015). Z NGS dobimo milijone nukleotidnih zaporedij, 
katerih hitra obdelava je povezana z razvojem bioinformacijskih orodij (Barba in sod., 
2014). NGS se v kombinaciji z bioinformacijskimi orodji od leta 2009 uporablja v 
rastlinski virologiji za odkrivanje novih DNA- in RNA-virusov, za detekcijo in 
identifikacijo že poznanih virusov in za študije utišanja RNA ter njegove vloge pri obrambi 
rastlin (Hadidi in sod., 2016). 
 
Analize nukleotidnih zaporedij se uporabljajo pri metagenomskih študijah, ki omogočajo 
vpogled v funkcijsko in vrstno raznolikost mikrobov v danem okolju, na primer v morju, v 
jezeru ter v odpadnih vodah. Pri študijah vodnih vzorcev eno izmed največjih težav 
predstavlja nizka koncentracija virusnih nukleinskih kislin. Rosario in sod. (2009a) so v 
vodi po koncu postopka čiščenja odpadne vode  z metagenomsko analizo ugotovili, da med 
DNA-virusi prevladujejo bakteriofagi, v združbi RNA-virusov pa rastlinski virusi ter virusi 
nevretenčarjev. Voda je vsebovala številne nove viruse sorodne rastlinskim, kar nakazuje 
potencialno nevarnost širitve virusov z uporabo alternativnih vodnih virov (Rosario in sod., 
2009a). V metagenomski študiji prisotnosti virusov v neobdelanih odpadnih vodah so 90 % 
virusov evkariontov predstavljali rastlinski virusi, kar je povezano z dejstvom, da rastlinski 
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virusi prevladujejo v virusnih združbah v vzorcih človeških iztrebkov (Cantalupo in sod., 
2011). Študija odpadnih vod iz mlečne industrije je pokazala prisotnost sekvenc podobnih 
sekvencam virusov iz družin Geminiviridae in Nanoviridae (Alhamlan in sod., 2013).  
Podobno so z NGS v vzorcih štirih čistilnih naprav dokazali tudi rastlinske viruse iz 




Velikost in obliko virusnih delcev lahko opazujemo s pomočjo elektronskega mikroskopa. 
Zgradba nekaterih virusov je tako značilna, da jih po morfologiji lahko uvrstimo v 
določeno družino. Prednost elektronske mikroskopije  je zagotovo v tem, da lahko opazimo  
tudi nepričakovanega povzročitelja bolezni (Goldsmith in Miller, 2009). Vzorce 
najpogosteje pripravljamo z metodo negativnega kontrastiranja. Z metodo imunske 
elektronske mikroskopije (IEM) oziroma metodo lovljenja virusov s specifičnimi 
protitelesi (immunosorbent electron microscopy, trapping, ISEM) povečamo občutljivost 
in specifičnost. Pri tej metodi mrežice prekrijemo s protitelesi ter jih nato inkubiramo z 
rastlinskim sokom, v katerem dokazujemo prisotnost virusov (Mavrič in Ravnikar, 1998). 
 
Rastlinske viruse v koncentriranih vzorcih vode lahko opazujemo direktno ali pa 
indirektno po predhodni mehanski okužbi testnih rastlin. Oba načina so uporabili pri 
določitvi ToMV v vodi, ki se uporablja za namakanje. Z IEM so vizualizirali viruse iz 
frakcij pridobljenih po koncentriranju na monolitnih nosilcih CIM in vzorcih pridobljenih 
po mehanski inokulaciji testnih rastlin (Boben in sod., 2007). Elektronska mikroskopija se 
uporablja tudi v kombinaciji z metagenomskimi analizami vzorcev odpadnih vod, kjer 
poleg podatkov o virusni raznolikosti, pridobljenih s sekvenciranjem, lahko spremljamo 
tudi morfološko raznolikost virusov v vzorcih  (Alhamlan in sod., 2013). 
 
Mnogi rastlinski virusi v rastlinah izzovejo znotrajcelične spremembe, pri okužbi z 
določenimi virusi lahko s svetlobnim mikroskopom opazujemo celične vključke  (Christie 
in Edwardson., 1986). 
Bačnik K. Infektivnost  virusa … v vodnih vzorcih vtoka v čistilno napravo Domžale - Kamnik.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
16 





Slika 2: Shematični prikaz sosledja uporabljenih metod, številke v oklepajih označujejo podpoglavja v 
poglavju Materiali in metode. 
 
3.1 MEHANSKA OKUŽBA TESTNIH RASTLIN ZA NAMNOŽITEV VIRUSOV 
 
Posejali smo testne rastline: papriko (Capsicum annum), vrsto tobaka (Nicotiana 
occidentalis) in kumare (Cucumis sativus). Po približno dveh tednih smo jih presadili v 
večje lončke, nato pa kumare po treh tednih in paprike ter tobak po petih tednih prenesli v 
karantenski rastlinjak in okužili z virusi iz zbirke. S PMMoV (zbirka NIBV272) smo 
okužili po 20 rastlin paprike in tobaka, s CGMMV (zbirka NIBV271) pa 12 rastlin kumar. 
Liofilizirani okuženi rastlinski material iz zbirke virusov smo v razmerju 1:10 (g : mL) 
redčili v inokulacijskem pufru (0,02 M fosfatni pufer + 2 % polivinilpirolidon, PVP) ter ga 
homogenizirali v vrečkah z mrežico (Bioreba, Švica). Inokulacijski pufer (100 mL) smo 
pripravili iz 20 mL 10x koncentriranega fosfatnega pufra (0,272 g KH2PO4, 1,42 g 
Na2HPO4 x 2H2O, raztopljeno v 100 mL bidestilirane vode, pH 7,4) in 2 g PVP (MW 
10.000) ter 80 mL dd vode. Liste testnih rastlin smo posuli s karborundom (0,062 mm, 
VWR International Prolado), s čimer smo naredili na listnem tkivu drobne rane, skozi 
katere lahko virusi prodrejo v celice. Na liste smo dodali pripravljen okužen rastlinski 
material in ročno okužili rastline z vtiranjem rastlinskega materiala v liste. Po petih 
minutah smo liste sprali pod tankim curkom vodovodne vode z uporabo puhalke. Liste, ki 
smo jih uporabili za okuževanje, smo označili z dvema luknjicama na koncu lista. Kot 
negativno kontrolo okuževanja smo liste inokulirali samo z inokulacijskim pufrom. 
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Rastline smo do okuževanja gojili v rastni komori pri temperaturi 20 ± 2 °C v času 
osvetljevanja in pri 18 ± 2 °C v časi teme. Osvetljevali smo jih z žarnicami Osram 
L36/W77 s fotoperiodo 16 ur svetlobe, 8 ur teme. Relativna zračna vlaga v komori je bila 
75 ± 2 %. Rastline smo zalivali z vodovodno vodo. V karantenskem rastlinjaku pa so bile 
razmere rasti: 22 ± 2 °C v času osvetljevanja in 19 ± 2 ºC v času teme, fotoperioda 16 ur 
svetlobe, 8 ur teme. 
3.2 VZORČENJE IN OPAZOVANJE BOLEZENSKIH ZNAMENJ 
 
Rastline smo po okuževanju spremljali in jih primerjali z negativnimi kontrolami 
okuževanja. Na ta način lahko ločimo znamenja, ki so posledica poškodb, in prava 
znamenja okužbe. Bolezenska znamenja so se na rastlinah tobaka pokazala po enem tednu,  
na paprikah in kumarah pa po dveh tednih od okuževanja. Liste testnih rastlin smo vzorčili 
s pomočjo mikrocentrifugirk v obliki diskov in jih nato shranili pri -80 °C. Pri rastlinah 
tobaka smo vzorčili vse liste, razen tistih, ki smo jih uporabili za okuževanje. Pri rastlinah 
paprike in kumar smo vzorčili tri liste nad tistimi, uporabljenimi za okuževanje. Virusno 
RNA smo izolirali po protokolu RNeasy (glej točko 3.7.2) in ovrednotili prisotnost virusa z 
RT- qPCR (glej točko 3.7.4). 
 
3.3  UGOTAVLJANJE NAJVEČJE RAZREDČINE VIRUSA V VODI IN 
KONCENTRATU CIM, S KATERO ŠE LAHKO OKUŽIMO TESTNE RASTLINE 
 
Da bi ugotovili največjo razredčino virusov CGMMV in PMMoV, s katero še lahko 
okužimo testne rastline, smo z rastlinskega materiala okuženih rastlin pripravili redčitveno 
vrsto v vodovodni vodi in koncentratu CIM ter okužili testne rastline. Za redčenje v 
koncentratu CIM smo se odločili z namenom, da preverimo ali prisotne snovi vplivajo na 
infektivnost virusov. 
 
Pripravili smo ekstrakt z listov tobaka, okuženega s PMMoV in listov kumar, okuženih s 
CGMMV. Odločili smo se za okuževanje z mešanico obeh virusov, da bi se približali 
razmeram v vzorcu vtoka v čistilno napravo. Posamezna vrsta rastlin pa je bila dovzetna za 
okužbo samo z enim izmed virusov. Tobaki so se okužili s PMMoV, kumare pa s 
CGMMV. V vrečki z mrežico (Bioreba, Švica) smo pripravili skupno začetno (10
-1
) 
razredčino z enako koncentracijo obeh virusov, kar smo izračunali glede na dobljene 
koncentracije virusov v rastlinskem materialu po analizi z RT-qPCR. Ekstrakt smo redčili 




(Slika 3). Uporabili smo koncentrat CIM vtoka v čistilno napravo Domžale-Kamnik, 
shranjen pri -20 °C iz leta 2016 (koncentrirano 15. 9. 2016).  Za elucija virusov iz kolone 
CIM je bil uporabljen 50 mM pufer HEPES z 1 M NaCl. Zaradi omejene količine 
koncentrata CIM smo redčitve do 10
-4
 naredili v vodovodni vodi, nato pa ločeno v 
koncentratu CIM in vodovodni vodi za nadaljnje redčitve, s katerimi smo mehansko 
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okužili testne rastline tobaka in kumar (glej točko 3.1). Vsako redčitev smo analizirali z 




v vodi in koncentratu CIM smo mehansko okužili po 
sedem rastlin tobaka in kumar. Kot negativni kontroli okuževanja smo okužili testne 
rastline z vodovodno vodo in koncentratom CIM brez prisotnega okuženega rastlinskega 
materiala. Po mehanski okužbi smo opazovali pojavljanje bolezenskih znamenj, po šestih 
tednih pa smo liste testnih rastlin vzorčili, izolirali RNA ter analiziali z RT-qPCR na 
prisotnost virusov PMMoV in CGMMV.  
 
Rastline smo do okuževanja gojili v rastni komori (glej točko 3.1). Starost rastlin ob 
okuževanju je bila za rastline tobaka 36 dni, za rastline kumar pa 21 dni. Pred 
okuževanjem smo jih prenesli v mrežnik znotraj zunanjega rastlinjaka,  kjer so se razmere 
rasti spreminjale glede na vremenske razmere in temperaturo zraka v okolju. Nastavili smo 
dodatno osvetljevanje s fotoperiodo 16 ur svetlobe, 8 ur teme. Mrežnik smo predhodno 




Slika 3: Shematski prikaz poskusa za ugotavljanje največje razredčine virusov v vodi in koncentratu CIM, s 
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3.4 POSKUSI KONCENTRIRANJA VIRUSOV IZ VTOKA V ČISTILNO NAPRAVO 
 
Viruse iz vzorca vtoka (5 L) v čistilno napravo Domžale-Kamnik vzorčenega dne 22. 5. 
2017 smo koncentrirali naslednji dan. Koncentriranje virusov smo po enakem postopku 
izvedli dvakrat. Pred koncentriranjem smo vzorec najprej prefiltrirali s filtrirnim papirjem, 
nato pa še s pomočjo črpalke kromatografa HPLC (GE Healthcare, Velika Britanija). Med 
vtokom in iztokom črpalke smo namestili kovinski del, znotraj katerega smo položili 
celulozno- acetatni filter, ki zadrži delce večje od 0,8 µm (Sartorius, Nemčija). Vzorec smo 
črpali s črpalko Militon Roy LMI B71 (Militon Roy Europe, Francija) pri hitrosti 80 
mL/min. Tlak med filtracijo je naraščal in ko je dosegel 5 MPa smo filter zamenjati. 
 
Kolono CIM QA (quaternary amine) (BIA Separations d.o.o., Slovenija) z volumnom 8 
mL smo pred uporabo evaluirati po postopku, ki ga predlaga BIA Separations. Nato smo 
kolono CIM priključili v sistem in vzorec dotoka črpali skozi kolono, kjer so se delci 
elektrostatsko vezali. Vzorec smo črpali s hitrostjo 60-80 mL/min, z začetnim tlakom 1,4 
MPa, ki med procesom ne sme preseči 2 MPa. Skozi kolono smo prečrpali 2000 mL 
predhodno filtriranega vzorca. Sledil je korak izpiranja kolone, ki smo ga izvedli s 
črpanjem 200 mL 50 mM pufra HEPES. S tem smo iz kolone sprali delce, ki niso bili 
močno vezani.  
 
Delce, vezane na kolono smo gradientno eluirali. Gradient smo ustvarjali z mešanjem 
pufrov  HEPES 50 mM in HEPES 50 mM z 1M NaCl. Na ta način pridobljen elucijski 
pufer smo črpali s pretokom 2 mL/min. Med elucijo delcev smo spremljali absorbanco pri 
valovni dolžini 260 nm in 280 nm z detektorjem Smartline UV Detector 2000 (Knauer, 
Nemčija). Spremljali smo tudi električno prevodnost, ki je med gradientno elucijo 
naraščala. Frakcije po 1 mL (F1a – 42a) smo zbirali v mikrocentrifugirkah s pomočjo 
avtomatskega frakcionatorja (GE Healthcare, Velika Britanija). Postopek smo ponovili pod 
enakimi pogoji ter tako ponovno koncentrirali 2000 mL vzorca in pridobili frakcije 
koncentrata CIM po 1mL (F1b – 42b). Kolono smo nato očistili s prečrpavanjem raztopine 
1M NaOH in pustili da kroži 2 uri. NaOH smo nato odstranili s črpanjem pufra HEPES 50 
mM z 1M NaCl, destilirane vode in končno 20 % etanola.  
 
Iz pridobljenih frakcij (F6a – 42a) smo izolirali RNA s kompletom QIAamp Viral RNA 
mini kit (Qiagen, ZDA) in z RT-qPCR določili prisotnost virusov PMMoV in CGMMV 
(glej točko 3.7.4). Glede na dobljene rezultate smo izbrali frakcije z najvišjimi 
koncentracijami virusne RNA, naredili preparate za elektronsko mikroskopijo (glej točko 
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3.5 RAZSOLJEVANJE Z GELSKO FILTRACIJO 
 
Pred okuževanjem rastlin smo izbrane frakcije razsolili z gelsko filtracijo. Za posamezne 
frakcije smo se odločili na podlagi analize podatkov pridobljenih z RT-qPCR. Kolone za 
gelsko filtracijo (PH-10 desalting column, GE Healthcare, Velika Britanija) smo sprali s 25 
mL inokulacijskega pufra (glej točko 3.1). Na kolono smo takoj po tem, ko je ves pufer 
stekel v gelsko fazo, nanesli 2,5 mL vzorca oziroma predhodno združenih frakcij 
(F21a+22a, F23a+24a, F26a+27a, F21b+22b, F23b+24b, F26b+27b, vtok, kontrola 
razsoljevanja). Končni volumen 2,5 mL smo pri vzorcih z manjšim volumnom dosegli z 
dodatkom inokulacijskega pufra. Ko je vzorec stekel v gelsko fazo in sta se izenačila 
nivoja vzorca in polnilne kolone, smo na vrh kolone dodali 3,5 mL inokulacijskega pufra 
in začeli z zbiranjem elucijskih frakcij na spodnji strani kolone. Tako smo pridobili 3,5 mL 
razsoljenega vzorca. Poleg razsoljevanja izbranih frakcij, smo vključili tudi vzorec 
nekoncentriranega vtoka in pa kontrolo razsoljevanja z dodanimi infektivnimi virusi. 
3.6 MEHANSKA OKUŽBA TESTNIH RASTLIN Z ELUCIJSKIMI FRAKCIJAMI 
KONCENTRATA CIM  
 
Da bi preverili infektivnost rastlinskih virusov smo s frakcijami koncentrata CIM okužili  
testne rastline. Predhodno smo izvedli razsoljevanje z gelsko filtracijo. Rastline smo 
okužili z mehansko inokulacijo (glej točko 3.1). S frakcijama 21a in 22a, ki sta vsebovali 
največ PMMoV, smo okužili osem rastlin tobaka, s frakcijama 23a in 24a z največjo 
koncentracijo CGMMV osem rastlin kumar, s frakcijama 26a in 27a z nekoliko nižjo 
koncentracijo obeh virusov pa prav tako po osem rastlin tobaka in kumar. Testne rastline 
smo okužili tudi z nekoncentriranim vzorcem vtoka (Slika 4). Starost rastlin ob okuževanju 
je bila za rastline tobaka 29 dni, za rastline kumar pa 17 dni. 
 
Rastline smo okuževali tudi s časovno ustreznimi frakcijami b (F21b+22b, F23b+24b, 
F26b+27b) pridobljenimi v drugem, ponovljenem poskusu koncentriranja, s to razliko, da 
smo elucijskim frakcijam dodali infektivne viruse. To smo naredili z dodajanjem 
rastlinskega materiala kumar okuženih z CGMMV in rastlinskega materiala tobaka 
okuženega s PMMoV v elucijske frakcije. Vključili smo kontrole, kjer smo testne rastline 
okuževali s 50 mM pufrom HEPES z 1 M NaCl, 0,5 M NaCl in samo 50 mM pufrom 
HEPES z dodanim rastlinskim materialom, okuženim z infektivnimi virusi CGMMV in 
PMMoV brez razsoljevanja z gelsko filtracijo. S tem smo želeli preveriti vpliv soli na 
uspešnost inokulacije testnih rastlin. Vključili smo tudi kontrolo razsoljevanja, kjer smo v 
inokulacijski pufer dodali okužen rastlinski material, izvedli razsoljevanje in nato 
inokulirali rastline. Kot negativno kontrolo smo liste inokulirali samo z inokulacijskim 
pufrom. Po štirih tednih smo rastline vzorčili, izolirali RNA s kompletom RNeasy Plant 
Mini Kit (Qiagen, ZDA) ter z RT-qPCR določili prisotnost PMMoV in CGMMV (glej 
točko 3.7.4). 
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3.7 METODE UPORABLJENE ZA ANALIZO VZORCEV 
3.7.1 Homogenizacija rastlinskega materiala 
 
Rastlinski material smo pred izolacijo RNA homogenizirali na dva načina: z uporabo 
centrifugirk z matriksom (granat in keramična kroglica) za FastPrep (MP Biomedicals, 
ZDA) in v vrečkah z membrano (Bioreba, Švica). Pri prvem načinu smo centrifugirke 
napolnili z granatnim peskom in keramično kroglico, dodali rastlinski material in 900 µL 
ekstrakcijskega pufra RLT s kompleta RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, ZDA). 
Homogenizator FastPrep (MP Biomedicals, ZDA) smo nastavili na hitrost 6 m/s in čas 60 
s. Pri drugem načinu pa smo rastlinski material prenesli v vrečke z membrano (Bioreba, 
Švica), dodali 1 mL ekstrakcijskega pufra ELISA (200 mL 0,05 % Tween20 pufra, 0,4 g 
govejega serumskega albumina (BSA), 4 g PVP (MW 40.000), končni pH 7,4) in strli z 
ročnim homogenizatorjem. Homogeniziran rastlinski material (100 µL) smo s plastičnimi 
pipetami prenesli v mikrocentrifugirke in dodali 450 µL ekstrakcijskega pufra RLT s 
kompleta RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, ZDA). 
 
3.7.2  Izolacija RNA iz rastlinskega materiala 
 
Izolacijo celokupne RNA iz rastlinskega materiala smo izvedli s kompletom RNeasy Plant 
Mini Kit po nekoliko prilagojenih navodilih proizvajalca (Qiagen, ZDA). Glavne 
spremembe so bile, da smo rastlinski material homogenizirali v 900 µL ekstrakcijskega 
pufra RLT oziroma v 1 mL ekstrakcijskega pufra ELISA z dodatkom 450 µL 
ekstrakcijskega pufra RLT. Vzorec smo po homogenizaciji inkubirali 3 min pri 56 °C. 
Končni korak RNA izpiranja smo ponovili dvakrat s 50 µL vode brez RNaz, ki smo jo 
predhodno segreli na 65 °C in inkubirali na koloni 5 minut. Pri vsaki izolaciji smo vključili 
negativno kontrolo izolacije (NKI), ki smo jo obdelali na enak način kot vzorce, samo da v 
ekstrakcijski pufer RLT nismo dodali rastlinskega materiala. Z negativno kontrolo izolacije 
lahko sledimo kontaminacijam nastalim med samim postopkom izolacije oziroma 
kontaminacijam pufrov in ostale uporabljene opreme.  Izolirano RNA smo shranili pri –20 
°C do nadaljnje analize. Pred analizo smo naredili 10-kratne redčitve izolirane RNA v vodi 
brez RNaz, da bi zmanjšali vpliv inhibitorjev. 
 
3.7.3 Izolacija RNA iz vodnih vzorcev in koncentrata CIM  
 
Izolacijo celokupne RNA iz vzorcev vtoka v čistilno napravo in koncentrata CIM vtoka v 
čistilno napravo smo izvedli s kompletom QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, ZDA)  
po navodilih proizvajalca. Sprememba, ki smo jo vključili je dodatek luciferaze RNA (2 
ng/vzorec) v vzorce pred izolacijo. Ta je služila kot interna kontrolo izolacije in za 
nadaljnjo normalizacijo podatkov pridobljenih z RT-qPCR.  Pri vsaki izolaciji smo 
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vključili negativno kontrolo izolacije. Izolirano RNA smo shranili pri –20 °C do nadaljnje 
analize, kjer smo uporabili nerazredčeno RNA. 
 
3.7.4 RT- PCR v realnem času (RT-qPCR) 
 
Metodo RT-qPCR v realnem času smo uporabljali za kvalitativno in kvantitativno 
določanje virusov PMMoV in CGMMV v različnih vzorcih rastlinskega materiala in 
vodnih vzorcih. Reverzno transkrpcijo in RT-qPCR smo izvajali v enem koraku s 
kemikalijami kita AgPath-ID™ One-Step RT-PCR mix (Ambion, ZDA). Po 
homogenizaciji in izolociji RNA smo z RT-qPCR  pomnoževali specifičen odsek 
nukleotidnega zaporedja virusnega genoma izbranih virusov, pri čemer smo uporabili 
oligonukleotidne začetnike in sonde, navedene v Preglednici 1. V vzorcih, pri katerih smo 
analizirali prisotnost  in koncentracijo virusov, smo obenem ugotavljali še gen za citokrom 
oksidazo (COX) ali RNA luciferazo (LUC), zaradi kontrole izolacije RNA. LUC smo 
dodajali v vzorce pred izolacijo RNA. COX je rastlinski gen in kot tak predstavlja interno 
kontrolo pri vzorcih rastlinskega materiala.  
 
Preglednica 1: Oligonukleotidni začetniki in sonde za analizo vzorcev z RT-qPCR. 
F - smiselni začetni oligonukleotid (forward primer), R - protismiselni začetni oligonukleotid (reverse 
primer), S - sonda 
 
 
Sestava reakcijskih mešanic je navedena v Preglednici 2. Končni volumen za reakcije RT-
qPCR je 10 µL. Po 8 µL pripravljene reakcijske mešanice smo nanesli na optično ploščico 
s 384 luknjicami (Applied Biosystems, ZDA) in v vsako reakcijo pomnoževanja dodali 2 
µL neredčene ali 10x redčene RNA. Vsak vzorec smo na ploščico nanesli v dveh 
ponovitvah. Vključili smo tudi kontrolo kontaminacije, pri čemer smo namesto RNA v 
prvo in zadnjo reakcijsko mešanico dodali sterilno vodo. Poleg vzorcev in kontrole 
kontaminacije smo v analizo vedno vključili tudi negativne kontrole izolacije in pozitivno 
kontrolo za izbrane viruse. Ploščico smo pokrili s folijo, centrifugirali pri 1000 g, 2 min in 
jo vstavili v detektor ABI PRISM® 7900 Sequence Detection System (Applied 
Biosystems, ZDA). Aparatura ABI PRISM® 7900 je v osnovi sestavljena iz aparature za 




nukleotidno zaporedje (5´- 3´) tarča vir 
CGMMV-F GCGGGTTTTTACGCTTTCC 5959–5976 Deng in 




PMMoV-F GAGTGGTTTGACCTTAACGTTTGA 1878–1901 Haramoto in 
sod., 2013 
PMMoV-R TTGTCGGTTGCAATGCAAGT 1945–1926 Zhang in 
sod., 2006 PMMoV-S FAM-CCTACCGAAGCAAATG-MGB-NFQ 1906–1921 
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Preglednica 2: Sestava reakcijske mešanice za analizo vzorcev z RT-qPCR. 
F - smiselni začetni oligonukleotid (forward primer), R - protismiselni začetni oligonukleotid (reverse 
primer), S - sonda 
reakcijska mešanica PCR končna koncentracija 
volumen  
(za 1 reakcijo) 
2xRT-qPCR pufer 1x 5 µL 
F (10 µM) 0,9 µM 0,9 µL 
R (10 µM) 0,9 µM 0,9 µL 
S (2,5 µM) 0,2 µM 0,8 µL 





Reverzna transkripcija in pomnoževanje specifičnega odseka nukleotidnega zaporedja sta 
potekala po standardnem programu: 
 10 min, 48 ºC (reverzna transkripcija RNA v cDNA) 
 10 min, 95 ºC (aktivacija polimeraze) 
45 ciklov: 
 15 s, 95 ºC (denaturacija DNA)                    
 1 min, 60 ºC (vezava začetnih oligonukleotidov in prepisovanje DNA verige)   
 
3.7.4.1 Analiza rezultatov RT- qPCR  
 
Podatke pridobljene z RT-qPCR smo analizirali z računalniškim programom SDS 2.4 
(Applied Biosystems, ZDA). Program je izrisal graf pomnoževanja produkta PCR, na 
katerem je bilo na x os naneseno število ciklov, na y os pa vrednosti fluorescenčnega 
signala (ΔRn), ki predstavlja razliko med emisijo fluorescence produkta v določenem času 
in emisijo pasivnega referenčnega barvila ROX. V programu smo nastavili avtomatsko 
bazno linijo, prag pa smo nastavili ročno (za COX, CGMMV in PMMoV na 0,065, za 
LUC pa 0,15). Na podlagi teh nastavitev je program za vsako reakcijo posebej izračunal v 
katerem ciklu pomnoževanja (Cq, quantification cycle) je fluorescenčni signal (ΔRn) 
presegel nastavljeni prag. Cq je cikel, pri katerem ΔRn preseže nastavljeni prag. Vrednost 
Cq je obratno sorazmerna začetni količini tarčne cDNA oziroma virusne RNA. 
 
Pridobljene vrednosti Cq smo prenesli v program Microsoft Excel (Microsoft, ZDA), v 
katerem smo izračunali povprečne vrednosti Cqf dveh ponovitev. Pri določanju teoretične 
koncentracije izbranih virusov smo na podlagi rezultatov RT-qPCR redčitvene vrste izrisali 
umeritveno krivuljo, na x os smo nanašali logaritmske vrednosti teoretične koncentracije 
tarčnega zaporedja virusa, na y os pa vrednosti Cq. Iz umeritvene krivulje in ustrezne 
enačbe premice smo za vsak vzorec odčitali teoretično koncentracijo tarčnega zaporedja 
virusa (Priloga E).  
 
Za vodne vzorce smo kot normalizator uporabili LUC, ki smo jo dodajali vedno v enaki 
količini v enak volumen vzorca. Na ta način smo ocenili, koliko je v vzorcu virusne RNA 
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relativno glede na količino dodane LUC. Vrednosti Cq za interno kontrolo COX so med 
vzorci variirale, kar smo pričakovali, saj za izolacijo RNA nismo natančno tehtali 
vzorčenega rastlinskega materiala. 
3.7.5 Elektronska mikroskopija 
 
Za preverjanje prisotnosti in celovitosti virusnih delcev, smo uporabili presevno 
elektronsko mikroskopijo. Bakrove mrežice prevlečene s formvarjem in naparjene z 
ogljikom za opazovanje virusov na presevnem elektronskem mikroskopu smo pripravili z 
metodo negativnega kontrastiranja ter z lovljenjem virusov s protitelesi za CGMMV in 
PMMoV (immuno-sorbent electron microscopy, ISEM, trapping). Za boljšo vezavo 
virusnih delcev so bile mrežice dodatno obdelane (glow discharge), s tem pa jim je bila 
povečana njihova hidrofobnost, ki omogoča boljšo vezavo virusnih delcev. 
 
Za negativno kontrastiranje smo 15 µL vzorca prenesli na parafilm, na kapljico položili 
bakreno mrežico, naparjeno z ogljikom, in inkubirali 5min. Nato smo mrežico osušili na 
filtrirnem papirju in jo sprali z bidestilirano vodo. Mrežico smo kontrastirali z 1 % uranil 
acetatom, tako da smo kapljico konstrastnega sredstva prenesli direktno na mrežico, 
počakali 5 sekund, nato pa osušili s filtrirnim papirjem.  Pri metodi lovljenja virusov s 
protitelesi pa smo mrežico na začetku inkubirali na kaljici specifičnih protiteles proti 
CGMMV (kataloška številka AS-0190, DSMZ, Nemčija) in PMMoV (kataloška številka 
AS-0018, DSMZ, Nemčija), ki smo jih redčili 1:1000 v 0,1 M fosfatnem pufru, ki je 
vseboval 2 % PVP in 0,2 % natrijevega sulfita. Po 15 minutni inkubacije smo mrežice 
sprali s fosfatnim pufrom, jih prenesli na kapljice vzorca in nadalje inkubirali 5 oziroma 30 
minut. Do analize smo mrežice shranjevali pri sobni temperaturi. 
 
Vzorce smo opazovali s presevnim elektronskim mikroskopom Philips CM 100 (Philips, 
Nizozemska), ki omogoča ultrastrukturne in citokemijske analize različnih bioloških 
vzorcev; virusov, bakterij, rastlinskih in živalskih celic. Osnova tvorbe slike v presevnem 
elektronskem mikroskopu je različno sipanje elektronov na atomih različnih atomskih 
števil v vzorcu. Na zaslonu končno dobimo monokromatsko sliko vzorca, ki ustreza 
elektronski gostoti preparata (IC MBV, 2015). 
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Po namnožitvi virusov CGMMV in PMMoV iz zbirke virusov NIB (glej 4.1) smo 
ugotavljali  največjo razredčino virusov v vodi in v koncentratu CIM, s katero še lahko 
okužimo testne rastline (glej 4.2). Za ta poskus smo uporabili koncentrat CIM iz vzorca 
vtoka v čistilno napravo, ki je bil že predhodno pripravljen. V elucijskih frakcijah 
pridobljenih s koncentriranjem svežega vzorca z monolitno kolono CIM pa smo ugotavljali  
prisotnost  CGMMV in PMMoV (glej 4.3). Na podlagi rezultatov pridobljenih z RT-qPCR 
smo z izbranimi frakcijami okužili testne rastline ter v poskus vključili kontrole, pri katerih 
smo testne rastline okuževali z dodatkom okuženega rastlinskega materiala z znanimi 
koncentracijami infektivnih virusov CGMMV in PMMoV (glej 4.4). 
 
4.1 NAMNOŽITEV VIRUSOV V TESTNIH RASTLINAH  
 
Po okužbi testnih rastlin z virusi iz zbirke NIB so se po tednu dni pokazala bolezenska 
znamenja na rastlinah tobaka. Rastline smo vzorčili po treh tednih, saj bi kasneje postale že 
nekrotične. Rastline so zaostale v rasti v primerjavi s kontrolnimi, listi so se nagubali, 
porumeneli in začeli odmirati. Rastline paprike smo vzorčili po štirih tednih. Vse rastline 
so imele po dveh tednih po okuževanju že izražena bolezenska znamenja z rumenkastimi, 
tankimi listi, ki so se gubali in zvijali. Rastline kumar so po štirih tednih od okuževanja v 
primerjavi s kontrolnimi zaostale v rastli, pri nekaterih so se bolezenska znamenja 
pokazala samo na listih, ki smo jih uporabili za okuževanje, pri ostalih pa so bili očitni 
znaki sistemske okužbe s klorotičnimi, nagubanimi listi (Slika 5). 
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Slika 5: Testne rastline tobaka (N. occidentalis) tri tedne ter paprik in kumar (C. annum, C. sativus) štiri 
tedne  po mehanski okužbi z PMMoV ali CGMMV z ustreznimi negativnimi kontrolami (NK). 
 
 
Virusi so se v vseh testnih rastlinah namnožili v visokih koncentracijah, vendar so bile 
koncentracije virusa CGMMV približno 10x nižje kot pri okužbi s PMMoV, ne glede na to 
ali je bila testna rastlina tobak ali paprika (Preglednica 3). V nadaljnjih poskusih smo kot 
testno vrsto izbrali tobak, saj so se pri njem bolezenska znamenja razvila hitreje in je bila 
koncentracija virusa primerno visoka.  
 
Zaradi zelo visokih koncentracij virusne RNA v rastlinskem materialu smo imeli težave s 
kontaminacijami negativnih kontrol okuževanja in negativnih kontrol izolacije (Priloga A). 
Virusno RNA smo zaznali v nizkih koncentracijah, z zelo visokimi vrednostmi Cq, kadar 
smo izolirali RNA iz vzorcev z visoko vsebnostjo virusov PMMoV. Razlika v detekciji 
virusa med pozitivnimi vzorci in kontaminirano negativno kontrolo izolacije, je bila za več 
kot osem velikostnih razredov. Da bi se temu izognili, bi morali rastlinski material redčiti 
pred izolacijo RNA. V nadaljevanju ob analizah vzorcev z nižjimi koncentracijami virusne 
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Preglednica 3: Prisotnost virusa CGMMV in PMMoV po namnožitvi v testnih rastlinah. 






C. annum  
(PMMoV) 
6,23 
C. sativus  
(CGMMV) 
9,90 
a rezultati analize z RT-qPCR- za vsako vrsto testnih rastlin povprečje  petih vzorcev naključno vzorčenih delov lista, 
izolirana RNA je bila predhodno redčena 1:10, vrednosti Cq za kontrolo izolacije RNA (COX) so bile med 15 in 20, več 
rezultatov v Prilogi A. 
4.2 NAJVEČJA RAZREDČINA VIRUSOV PMMoV IN CGMMV V VODI IN 
KONCENTRATU CIM, S KATERO ŠE LAHKO OKUŽIMO TESTNE RASTLINE  
 
Da bi ugotovili največjo razredčino virusov CGMMV in PMMoV, s katero še lahko 
okužimo testne rastline, smo iz rastlinskega materiala okuženih rastlin pripravili redčitveno 
vrsto v vodovodni vodi in koncentratu CIM. Uporabili smo že predhodno pridobljen 
koncentrat CIM.  Iz posameznih razredčin smo izolirali RNA in preverili prisotnost 
virusov z RT-qPCR (Preglednica 4). Koncentracije obeh virusov so bile v vzorcih 
posameznih razredčin podobne. Razlike med vrednostmi Cq posameznih desetkratnih 
redčitev ustrezajo teoretični razliki, ki je pri 100 % učinkovitosti enaka 3,3 (2
3,3
=10). Pri 
redčitvah v vodovodni vodi ta razlika ostaja konstantna, medtem ko na vrednosti Cq pri 
višjih redčitvah v koncentratu CIM vpliva prisotnost virusne RNA v samem koncentratu 
CIM in so tako Cq vrednosti nižje v primerjavi z ustreznimi razredčinami v vodovodni 
vodi.  
 




    razredčina 
inokuluma (CIM) 












x 7,77 8,11 10
-1 
x (H2O) 7,77 8,11 
10
-2
 x 11,57 11,18 10
-2
 x (H2O) 11,89 12,48 
10
-3
 x 15,08 15,11 10
-3
 x (H2O) 15,99 16,06 
10
-4
 x 19,99 20,98 10
-4
 x 18,81 19,97 
10
-5
 x 22,72 24,36 10
-5
 x 21,03 21,29 
10
-6
 x 25,93 27,20 10
-6
 x 23,78 22,79 
10
-7
 x 29,14 30,95 10
-7
 x 24,94 23,28 
10
-8
 x 32,62 34,09 10
-8
 x 25,15 22,68 
Cqa - navedene so povprečne vrednosti dveh paralelk, izolirana RNA je bila predhodno redčena 1:10, vrednosti Cq za 
kontrolo izolacije RNA (COX) so se z redčenjem povečevale, pri najvišjih razredčinah pa jih nismo več zaznali. Podrobni 
prikaz rezultatov in rezultati negativnih kontrol so v Prilogi B. 
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Po mehanski okužbi rastlin tobaka in kumar smo opazovali pojavljanje bolezenskih 
znamenj, po šestih tednih pa smo liste testnih rastlin vzorčili, izolirali RNA ter  prisotnost 
virusov PMMoV in CGMMV dokazovali z RT-qPCR. Bolezenska znamenja so se pojavila 
na rastlinah tobaka, okuženih z razredčinami PMMoV v vodovodni vodi. Pri rastlinah 
tobaka, okuženih z ustreznimi razredčinami PMMoV v koncentratu CIM do pojava 





 (Cq~ 20-34) v vodovodni vodi ni bilo uspešno in bolezenska znamenja se niso 
razvila. Bolezenska znamenja so se razvila, ko smo kumare okužili z višjimi 




 (Cq~ 7-20). Analiza izolirane RNA z RT-
qPCR je bila skladna z razvojem bolezenskih znamenj (Preglednica 5). 
 
 
Slika 6: Rastline tobaka 20 dni po mehanski okužbo z razredčinami virusov PMMoV in CGMMV v vodi 
(razredčina 10
-4
, Cq za PMMoV~ 20) z izraženimi bolezenskimi znamenji (zaostanek v rasti, listi so 
nagubani, porumeneli) (Levo).  Rastline tobaka 20 dni po mehanski okužbi z razredčino virusov PMMoV in 
CGMMV v CIM koncentratu  (razredčina 10
-4




Pri razredčitvi virusa PMMoV v vodovodni vodi (10
-6
 H2O) do pojava bolezenskih 
znamenj ni prišlo, čeprav so bile rastline okužene tudi še pri višji razredčitvi (10
-7
 H2O). 
Vrednost Cq 36,83 pridobljeno z RT-qPCR analizo razredčitve (10
-6
 H2O) lahko pripišemo 
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Preglednica 5: Rezultati poskusa določanja največje razredčenosti virusov CGMMV in PMMoV, s katero še 





















 H2O / / + ( 8/8) 4,76 
10
-2
 H2O / / + ( 7/8) 12,22 
10
-3
 H2O / / + ( 1/8) neg. 
10
-4
 H2O + (5/7) 5,85 - neg. 
10
-5
 H2O + (2/7) 8,24 - neg. 
10
-6
 H2O - 36,83 - neg. 
10
-7
 H2O + (1/7) 8,95 - neg. 
10
-8
 H2O - neg. - neg. 
10
-4
 CIM - neg. - neg. 
10
-5
 CIM - neg. - neg. 
10
-6
 CIM - neg. - neg. 
10
-7
 CIM - neg. - neg. 
10
-8
 CIM - neg. - neg. 
          a Vrednosti Cq za posamezne razredčine, navedene v preglednici 4, b rastline z izraženimi bolezenskimi znamenji/vse 
rastline okužene s posamezno razredčino inokuluma, cCq vrednosti navedena kot povprečje vrednosti dveh paralelk, 
izolirana RNA je bila predhodno redčena 1:10, vrednosti Cq za kontrolo izolacije RNA (COX so bile med 16 in 21). 
Podrobni prikaz rezultatov je v Prilogi C.  
/  ni testirano; neg. negativno; + pozitivno; - negativno 
 
 
4.3 KONCENTRIRANJE VIRUSOV IZ VTOKA V ČISTILNO NAPRAVO 
 
Virusi CGMMV in PMMoV so prisotni v vzorcu vtoka v čistilno napravo (PMMoV; Cq 
25, CGMMV; Cq 24). S koncentriranjem s kolono CIM smo njihovo koncentracijo v 
frakcijah z največ prisotne virusne RNA povečali za približno stokrat (PMMoV; Cq 19, 
CGMMV; Cq 18). 
4.3.1 Spremljanje gradientne elucije kolone CIM 
 
Med linearno gradientno elucijo delcev iz vzorca vtoka v čistilno napravo, ki so se vezali  
na kolono CIM, smo spremljali električno prevodnost. Ta je med gradientno elucijo 
naraščala, zaradi naraščajoče koncentracije NaCl prisotne v elucijskem pufru. Spremljali 
smo tudi absorbanco pri valovni dolžini 280 nm in 260 nm (Slika 7). V frakcijah, 
pridobljenih s koncentriranjem vzorca vtoka v čistilno napravo, ki smo jih uporabili za 
okuževanje rastlin za ugotavljanje infektivnosti so bila razmerja absorbanc (260 nm/280 
nm) med 1,00 in 1,25. Primerjava vrednosti Cq, pridobljenih z RT-qPCR in absorbanc 
kaže na najnižje vrednosti Cq za frakcije, pri katerih je bila izmerjena absorbanca najvišja 
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4.3.2 Določanje virusov CGMMV in PMMOV v kromatografskih  frakcijah z RT-
qPCR 
 
Kromatografske frakcije volumna 1 mL smo zbirali v mikrocentrifugirkah s pomočjo 
avtomatskega frakcionatorja. Iz pridobljenih frakcij smo izolirali RNA in  prisotnost 
virusov PMMoV in CGMMV določili z RT-qPCR. Iz pridobljenih rezultatov smo s 
pomočjo umeritvene krivulje za CGMMV in PMMoV (Priloga E) izračunali teoretično 
koncentracijo virusov za posamezne frakcije in izkoristek (%), ki predstavlja razmerje med 
količino virusa v elucijski frakciji in celotno količino virusa, ki je bila naložena na kolono. 
Skupni izkoristek elucije je bil za PMMoV 52 %, za CGMMV pa 40 % (Priloga D). 
Virusno RNA smo detektirali tudi v vodi, ki ob nalaganju vzorca na kolono priteče skozi 
kolono (nevezna frakcija). Na podlagi pridobljenih vrednosti Cq za PMMoV in CGMMV v 
posamezni frakciji in izračunanega izkoristka posameznih frakcij s pomočjo umeritvenih 
krivulj, smo izbrali frakcije z najvišjimi koncentracijami virusov za nadaljnje poskuse z 
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Preglednica 6: Rezultati določanja CGMMV in PMMoV v posameznih elucijskih frakcijah, ki smo jih 
















prefiltriran vtok 25,31 100 26,47 100 
nevezna frakcija 29,37 7,2 30,24 9,5 
frakcija 21a 20,61 1,0 20,27 2,4 
frakcija 22a 19,64 2,0 19,65 3,6 
frakcij 23a 19,23 2,6 19,85 3,1 
frakcija 24a 18,90 3,2 20,31 2,4 
frakcija 26a 18,87 3,2 20,16 2,6 






a - navedene so povprečne vrednosti dveh paralelk, vrednosti so normalizirane glede na vrednosti interne kontrole (LUC), 
b- izkoristek izračunan s pomočjo umeritvene krivulje za CGMMV (Priloga E), c- izkoristek izračunan s pomočjo 
umeritvene krivulje za PMMoV (Priloga E). Podrobni prikaz rezultatov je v Prilogi D 
 
V začetnih elucijskih frakcijah virusov ni bilo. Izkoristek začne naraščati okrog 17. 
frakcije. Virusi PMMoV se eluirajo prej, pri nižji koncentraciji NaCl v elucijskem pufru 
kot virusi CGMMV (Slika 8). Frakcije smo zaradi volumna potrebnega za razsoljevanje z 
gelsko filtracijo in za mehansko okuževanje rastlin združili glede na najnižje vrednosti Cq 
za posamezen virus. Izbrane frakcije so imela vrednosti Cq za CGMMV med 18 in 21, za 





Slika 8: Grafični prikaz izkoristkov posameznih elucijskih frakcij za virusa CGMMV in PMMoV pri 
koncentriranju s kolono CIM. 
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4.4 OKUŽBA TESTNIH RASTLIN Z ELUCIJSKIMI FRAKCIJAMI 
KONCENTRATA CIM  
 
Da bi preverili infektivnost rastlinskih virusov smo z elucijskimi frakcijami (F21a+22a, 
F23a+24a, F26a+27a) koncentrata CIM okužili testne rastline. Predhodno smo izvedli 
razsoljevanje z gelsko filtracijo. Rastline smo okuževali tudi s časovno ustreznimi 
elucijskimi frakcijami b (F21b+22b, F23b+24b, F26b+27b) iz drugega poskusa 
koncentriranja in jim dodali infektivne viruse (PMMoV; Cq 18, CGMMV; 17). Testne 
rastline smo okužili z nekoncentriranim vzorcem vtoka po razsoljevanju z gelsko filtracijo. 
Da bi preverili vpliv soli (NaCl) na sposobnost virusov za okužbo testnih rastlin,  smo 
vključili kontrole z infektivnimi virusi v 50 mM pufru HEPES z 1M NaCl, 0,5 M NaCl in 
samo 50 mM pufru HEPES (podrobni rezultati analiz vzorcev uporabljenih za okuževanje 
so v Prilogi F).  
 
4.4.1 Vpliv razsoljevanja z gelsko filtracijo na koncentracijo virusov  
 
Z razsoljevanjem smo teoretično elucijske frakcije razredčili 2x zaradi povečanja volumna 
vzorca. Naredili smo tudi kontrolo razsoljevanja in z RT-qPCR analizirali prisotnost 
virusov pred in po razsoljevanju. Vrednost Cq se je povišala za manj kot 1. Analize 
vzorcev z RT-qPCR so potrdile, da se z uporabo razsoljevanja z gelsko filtracijo 
koncentracija virusov ni bistveno znižala (Priloga F).  
 
4.4.2 Elektronska mikroskopija 
 
Celovitost virusnih delcev smo preverjali z elektronsko mikroskopijo. Mrežice za 
opazovanje virusov na presevnem elektronskem mikroskopu smo pripravili z metodo 
negativnega kontrastiranja ter z lovljenjem virusov s protitelesi za CGMMV in PMMoV, s 
čimer smo povečali občutljivost metode. V vzorcu nekoncentriranega vtoka v čistilno 
napravo, v elucijskih frakcijah uporabljenih za okuževanje testnih rastlin pred in po 
razsoljevanju smo videli nepoškodovane virusne delce, katerih dimenzije ustrezajo 
virusom PMMoV in CGMMV (Slika 9A, B, C, D). Ob pregledu preparatov pa smo opazili 
tudi fragmentirane in poškodovane viruse (Slika 9D).  
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Slika 9: Virusni delci pod elektronskim mikroskopom: vzorec nekoncentriranega vtoka v čistilno napravo 
(A),  vzorec elucijske frakcije koncentrata CIM (F23a+24a, ISEM-PMMoV) (B), vzorec elucijske frakcije 
koncentrata CIM (F23a+24a) (C), fragmentiran virusni delec iz vzorca elucijske frakcije koncentrata CIM 
(F23a+24a) (D).  
4.4.3 Infektivnost virusov 
 
Na testnih rastlinah, ki smo jih mehansko inokulirali z nekoncentriranim vzorcem vtoka in 
izbranimi elucijskimi frakcijami (F21a+22a, F23a+24a, F26a+27a) se bolezenska 
znamenja niso razvila. Rastline so bile glede na velikost in videz enake negativni kontroli 
okuževanja. Odsotnost okužbe smo štiri tedne po inokulaciji potrdili tudi z RT-qPCR 
(Preglednica 7). 
 
Elucijskim frakcijam z drugega poskusa koncentriranja (F21b+22b, F23b+24b, F26b+27b)  
smo dodali infektivne viruse iz okuženega rastlinskega materiala in z njimi okužili testne 
rastline. Bolezenska znamenja so se po tednu dni razvila na rastlinah tobaka, okuženih s 
PMMoV (Slika 10). Za okužbo kumar s CGMMV so bile, glede na naše poskuse, 
koncentracije dodanih infektivnih virusov prenizke in do okužbe ni prišlo. 
A B 
C D 
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V poskus smo vključili okuževanje z infektivnimi virusi v različnih koncentracijah soli, da 
bi ugotovili ali sol vpliva na infektivnost virusov oziroma na mehansko inokulacijo. 
Bolezenska znamenja so se pojavila na rastlinah tobaka pri okuževanju s PMMoV v pufru 
HEPES z 0,5 M NaCl in brez prisotnosti NaCl. Pri okuževanju s PMMoV v pufru HEPES 
z 1M NaCl na rastlinah nismo opazili bolezenskih znamenj, z analizo RT-qPCR pa smo 
dobili vrednosti Cq 26. Ta vrednost nakazuje za 6 velikostnih razredov manj virusov kot 
pri okuževanju rastlin s pufrom HEPES z 0,5 M NaCl, kjer je bila vrednost Cq 6. Za 
okužbo kumar s CGMMV so bile, glede na naše poskuse, koncentracije dodanih 
infektivnih virusov prenizke. Odsotnost oziroma prisotnost okužbe smo štiri tedne po 
inokulaciji potrdili z RT-qPCR (Preglednica 7). 
 
Preglednica 7: Rezultati analize RT-qPCR tesnih rastlin štiri tedne po okuževanju; z izbranimi elucijskimi 
frakcijami, z elucijskimi frakcijami z dodanimi infektivnimi virusi, z infektivnimi virusi v različnih 
koncentracijah soli (NaCl). 
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a Cq- navedene so povprečne vrednosti dveh paralelk, za vsak vzorec smo vzorčili liste osmih rastlin okuženih z istim 
inokulumom, izolirana RNA je bila predhodno redčena 1:10, vrednosti Cq za kontrolo izolacije RNA (COX so bile med 
16 in 21) . Podrobni prikaz rezultatov je v Prilogi G 
/  ni testirano; neg. negativno; + pozitivno; - negativno 
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Slika 10: Rastline tobaka štiri tedne po mehanski okužbi; z elucijskimi frakcijami CIM koncentrata 
(26a+27a- PMMoV; Cq 21, CGMMV; 21 ) brez izraženih bolezenskih znamenj (levo); z elucijskimi 
frakcijami CIM koncentrata z dodanimi infektivnimi virusi (26b+27b+CGMMV+PMMoV- PMMoV; Cq 18, 
CGMMV; 17) z izraženimi bolezenskimi znamenji (zaostanek v rasti, listi so nagubani, porumeneli in 
nekrotični) (desno). 
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Cilj magistrskega dela je bil ugotoviti ali koncentrirani virusi iz vtoka v čistilno napravo 
lahko okužijo testne rastline. V eksperimentalno delo smo vključili tudi predposkuse, ki so 
nam pokazali v kakšnih koncentracijah je virus prisoten v okuženih testnih rastlinah in s 
katero razredčitvijo virusov v vodi še lahko okužimo testne rastline. Zanimalo nas je tudi 
ali z infektivnimi virusi v kombinaciji s koncentriranimi virusi iz vtoka v čistilno napravo 
lahko okužimo testne rastline in kako snovi prisotne v koncentratu virusov vplivajo na 
njihovo infektivnost. 
 
5.1 PRISOTNOST VIRUSOV V VTOKU V ČISTILNO NAPRAVO DOMŽALE - 
KAMNIK 
 
V vtoku v čistilno napravo Domžale- Kamnik smo dokazali virusa PMMoV in CGMMV, 
kar je skladno s predhodnimi raziskavami (Dorst, 1988; Zhang in sod., 2006; Rosario in 
sod., 2009a). Viruse, prisotne v vzorcu vtoka (PMMoV; Cq 25, CGMMV; Cq 24), smo z 
monolitno kolono CIM skoncentrirali za približno stokrat (PMMoV; Cq 19, CGMMV; Cq 
18), kar se ujema z rezultati, ki jih za ToMV navajajo Boben in sod. (2007). Za viruse 
prisotne v vzorcu vtoka v čistilno napravo ne vemo, kaj so njihovi glavni viri in kakšnim 
razmeram so bili izpostavljeni; prav tako ne vemo katere primesi vsebuje vzorec vtoka. 
 
5.2 NAJVEČJA RAZREDČINA VIRUSOV CGMMV IN PMMoV, S KATERO ŠE 
LAHKO OKUŽIMO TESTNE RASTLINE 
 
Da bi bolje razumeli pomen prisotnosti patogenih rastlinskih virusov v okoljskih vodah, 
smo naredili poskus za ugotavljanje največje razredčine virusa, s katero še lahko okužimo 
testne rastline. Za poskus smo potrebovali infektivne viruse, ki smo jih pridobili z 
namnožitvijo na testnih rastlinah. Virusi so se v rastlinah namnožili v visokih 
koncentracijah (PMMoV; Cq med 3 in 6, CGMMV; Cq med 5 in 15), skladno s 
predhodnimi raziskavami tobamovirusov, ki se lahko prenašajo z okoljskimi vodami 
(Koenig, 1986; Mehle in Ravnikar, 2012). 
 
Naši rezultati poskusa ugotavljanja največje razredčine CGMMV in PMMoV v vodovodni 
vodi, s katero še lahko okužimo testne rastline, so pokazali, da za okužbo kumar s 
CGMMV potrebujemo veliko višje koncentracije (Cq<15) od koncentracij, ki smo jih 
določili z RT-qPCR v vzorcu vtoka v čistilno napravo. Prav tako so bile koncentracije 
potrebne za okužbo s CGMMV višje kot v elucijskih frakcijah pridobljenih po 
koncentriranju.  
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Za okužbo testnih rastlin tobaka s PMMoV smo potrebovali veliko nižje koncentracije 
virusa. Bolezenska znamenja na rastlinah in detekcija virusa z RT-qPCR kažejo, da je 
okužba testnih rastlin možna že z razredčino virusa v vodovodni vodi z vrednostjo Cq 26. 
Podobno vrednost Cq za PMMoV smo dobili tudi v analiziranem vzorcu vtoka v čistilno 
napravo. Potrebno je poudariti, da smo viruse v poskusu redčili v vodovodni vodi, medtem 
ko so v vzorcu vtoka v čistilno napravo virusi v raztopini številnih neznanih snovi, ki lahko 
vplivajo na integriteto virusnih delcev in njihovo sposobnost okužbe rastlin.  
 
Virusi so v postopku koncentriranja izpostavljeni elucijskemu pufru (50 mM HEPES 
+NaCl) in preostalim snovem, ki se vežejo na kolono in eluirajo ob istem času oziroma ob 
isti koncentraciji soli v elucijskem pufru. Da bi bolje razumeli vpliv koncentrata CIM na 
koncentracijo virusov, s katero še lahko okužimo testne rastline, smo v poskus vključili 
tudi okuževanje z razredčitvami virusov v predhodno koncentriranem vzorcu vtoka v 
čistilno napravo, ki je bil shranjen pri -20 ºC, pri čemer je bil za elucijo uporabljen pufer z 
1 M NaCl. V uporabljenem koncentratu CIM smo analizirali prisotnost virusov CGMMV 
in PMMoV (PMMoV; Cq 25, CGMMV; Cq 22). Naši rezultati kažejo na to, da redčenje 
infektivnih virusov v koncentratu CIM inhibira mehansko inokulacijo oziroma vpliva na 
infektivnost virusov, saj na testnih rastlinah po šestih tednih od okuževanja nismo opazili 
bolezenskih znamenj. Z enakimi koncentracijami virusa, ki smo jih pripravili v vodovodni 
vodi, pa smo uspešno okužili testne rastline. 
 
Redčitve za okuževanje smo pripravljali iz skupne redčitvene vrste obeh virusov oziroma 
skupne mešanice rastlinskega materiala dveh različnih rastlin. S tem smo se želeli približati 
razmeram v vtoku v čistilno napravo, kjer sta virusa, poleg številnih drugih virusov in 
primesi, prisotna skupaj. Ne vemo pa, kako virusa vplivata drug na drugega v procesu 
okuževanja testnih rastlin. Na izražanje bolezenskih znamenj ne vpliva zgolj interakcija 
med povzročiteljem bolezni in gostiteljem, temveč tudi številni drugi dejavniki, na primer 
sočasna okužba z drugimi virusi (Mehle, 2014). Morda gre za antagonistično interakcijo, 
pri kateri prisotnost virusa PMMoV znižuje možnosti za okužbo kumar s CGMMV, za 
katero smo potrebovali zelo visoke koncentracije virusa. Prav tako bi na okuževanje kumar 
lahko inhibitorno vplival rastlinski material tobaka. Pri ponovitvah poskusa bi razmišljali o 
ločenem okuževanju s posameznim virusom, s čimer pa bi se oddaljili od pogojev v 
vzorcih okoljskih vod.  
  
Kadar analiziramo pripravljene razredčine virusov, iz vzorca odvzamemo manjši volumen 
(140 µL) za izolacijo RNA in nadaljnjo analizo. Na reprezentativnost analiziranega 
volumna vzorca lahko vpliva agregacija virusnih delcev oziroma kot za virus ToMV 
poročajo Rafikova in sod. (2003) lahko prihaja do agregacije plaščnega proteina virusnih 
delcev. Razlike med vrednostmi Cq (ΔCq) posameznih desetkratnih redčitev so ustrezale 
teoretični razliki, ki je pri 100 % učinkovitosti enaka 3,3 (2
3,3
=10). Pri redčitvah v 
vodovodni vodi ta razlika ostaja konstantna, medtem ko na vrednosti Cq v višjih redčitvah 
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v koncentratu CIM vpliva prisotnosti virusne RNA v samem koncentratu CIM in so tako 
Cq vrednosti nižje v primerjavi z ustreznimi redčitvami v vodovodni vodi. 
 
5.3 MONOLITNA KROMATOGRAFIJA KOT METODA ZA KONCENTRIRANJE 
RASTLINSKIH VIRUSOV 
 
Metoda za koncentriranje virusov z monolitnimi kolonami CIM je bila uspešno 
uporabljena za koncentriranje ToMV iz vzorcev namakalne vode  (Kramberger in sod., 
2004; Boben et al., 2007), koncentriranje rotavirusov iz okoljskih vod (Gutiérrez-Aguirrein 
sod., 2009) ter virusa hepatitisa A in kalicivirusov iz inokulirane ustekleničene vode 
(Kovač in sod., 2009). Za magistrsko delo smo rastlinske viruse koncentrirali iz 
kompleksnejšega vodnega vzorca - vtoka v čistilno napravo.  Padec vrednosti Cq za 
PMMoV iz 25 na 19 in za CGMMV iz 24 na 18 po koncentriranju kaže, da je uporaba 
monolitnih kolon CIM za koncentriranje omenjenih rastlinskih virusov možna tudi pri 
kompleksnejših vodnih vzorcih.  
 
Pri koncentriranju virusov smo se odločili za linearno gradientno elucijo, saj smo želeli 
zmanjšati koncentracijo NaCl v elucijskih frakcijah. Iz izmerjene električne prevodnosti ob 
eluciji izbranih frakcij z najvišjo koncentracijo CGMMV in PMMoV lahko izračunamo, da 
so se virusi v najvišjih koncentracijah eluirali pri spiranju z elucijskim pufrom z 0,35 do 
0,45 M NaCl. Izračunana koncentracija NaCl se ujema z ugotovitvami Kramberger (2006), 
kjer so v poskusih ugotovili, da 0,45 M NaCl v stopničastem gradientu elucijskega pufra iz 
kolone CIM izpere največ ToMV. Z uporabo gradientne elucije smo želeli zmanjšati 
prisotnost neznanih snovi iz vzorca, ki se eluirajo ob različnih koncentracijah NaCl v 
elucijskem pufru. Pridobili smo ločene frakcije z različnimi koncentracijami virusne RNA, 
tiste z najvišjimi smo nadalje uporabili za okuževanje testnih rastlin. Kramberger in sod. 
(2004) so v poskusih uporabljali stopenjski in linearni gradient za koncentriranje in 
čiščenje rastlinskih virusov na monolitni koloni CIM. 
 
Skupni izkoristek elucije (delež virusov v frakcijah glede na celotno količino virusov v 
vzorcu vtoka) je bil za PMMoV 50 %, za CGMMV pa 40 % (Preglednica 6). Izračun 
izkoristka bi lahko povečali z nadaljevanjem elucije in zbiranjem frakcij z nižjimi 
koncentracijami virusne RNA, vendar to ni bil naš namen. Virusno RNA smo detektirali 
tudi v vodi, ki ob nalaganju vzorca na kolono priteče skozi kolono, pri čemer pa moramo 
izpostaviti, da smo to frakcijo vzorčili na koncu nalaganja na kolono, ko so bila vezavna 
mesta na koloni lahko v večji meri že zasedena.  
 
Med linearno gradientno elucijo delcev iz vzorca vtoka v čistilno napravo, vezanih na 
kolono CIM, smo spremljali absorbanco pri valovni dolžini 280 nm in 260 nm. Rezultati 
kažejo, da so virusni delci prisotni, kjer so absorbance najvišje. Vrednosti Cq, pridobljene 
z RT-qPCR, so bile najnižje za frakcije, pri katerih je izmerjena absorbanca najvišja. 
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Boben (2006) razmerje med izmerjenima vrednostima absorbanc pri 260 nm in 280 nm 
opiše kot merilo za čistost oziroma celovitost virusnih delcev. Na primeru poskusov s 
sorodnim virusom ToMV navaja razmerje (260 nm/280 nm) 1,17 kot tistega, pri katerem 
so virusi najmanj razpadli. V frakcijah pridobljenih s koncentriranjem vzorca vtoka v 
čistilno napravo, ki smo jih uporabili za okuževanje rastlin za ugotavljanje infektivnosti so 
razmerja absorbanc (260 nm/280 nm) med 1,00 in 1,25 (Slika 7). Iz rezultatov absorbanc 
pri valovni dolžini 280 nm in 260 nm, ki se dobro ujemajo z rezultati RT-qPCR torej 
sklepamo, da po koncentriranju dobimo celovite virusne delce. Kajti pri analizah z RT-
qPCR prisotnost virusov dokazujemo na podlagi kratkih odsekov virusne RNA in tako ne 
moremo ločevati med prisotnostjo celovitih virusnih delcev in razpadlimi virusnimi 
genomi. Integriteto virusnih delcev smo potrdili tudi z elektronsko mikroskopijo (Slika 9). 
 
5.4 INFEKTIVNOST VIRUSOV V VTOKU V ČISTILNO NAPRAVO IN 
POTENCIAL ZA OKUŽBO GOSTITELJSKIH RASTLIN 
 
Infektivnosti virusov PMMoV in CGMMV v vtoku v čistilno napravo po koncentriranju s 
CIM nismo dokazali. Prav tako pa na podlagi pridobljenih rezultatov ne moremo ovreči 
njihove infektivnosti. Gre za prepletanje več dejavnikov in njihovih vplivov na infektivnost 
virusov ter na uspešnost metode mehanske inokulacije. Z načrtovanjem poskusov smo 
zasledovali vpliv naslednjih dejavnikov: koncentracija virusnih delcev, celovitost virusnih 
delcev, kompleksnost vzorca vtoka v čistilno napravo s številnimi neznanimi snovmi, vpliv 
koncentriranja s CIM monolitnimi kolonami, vpliv soli v elucijskem pufru, vpliv neznanih 
snovi prisotnih v elucijskih frakcijah. 
 
Pri pregledu elucijskih frakcij z elektronskim mikroskopom smo našli celovite in 
nepoškodovane virusne delce, kar pomeni, da so bili takšni tudi v vzorcu vtoka v čistilno 
napravo. Videli smo tudi številne poškodovane, fragmentirane virusne delce, ki smo jih s 
težavo ločili od fragmentiranih bakterijskih bičkov prisotnih v vzorcu (rezultati niso 
prikazani). Na celovitost virusnih delcev kaže tudi razmerje med izmerjenima vrednostima 
absorbanc pri 260 nm in 280 nm med elucijo CIM kolone. 
 
Prisotnost NaCl v elucijskih frakcijah bi lahko vplivala na infektivnost virusov ali 
mehansko inokulacijo testnih rastlin. Zaradi negativnih rezultatov pri okuževanju z 
redčitvami infektivnih virusov v CIM koncentratu (elucija z 1M NaCl) smo se odločili za 
uporabo razsoljevanja z gelsko filtracijo. Analize vzorcev so potrdile, da se z uporabo 
razsoljevanja z gelsko filtracijo koncentracija virusov ni bistveno znižala (Priloga F).  
Brizard in sod. (2006) so uporabili PD-10 kolone za razsoljevanje virusno-proteinskih 
kompleksov po kromatografski eluciji riževega virusa rumene lisavosti (Rice yellow mottle 
virus, RYMV). Boben in sod. (2006) so primerjali etanolno obarjanje in gelsko filtracijo. 
Boljše se je izkazalo razsoljevanje z gelsko giltracijo, pogosto pa so elucijske frakcije samo 
redčili v pufru brez soli.  
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Da bi ugotovili vpliv NaCl na okuževanje testnih rastlin, smo okužili tesne rastline z 
infektivnimi virusi CGMMV in PMMoV v pufru HEPES z 1 M NaCl, 0,5 M NaCl in brez 
prisotnosti NaCl. Virusi so bili v raztopinah soli zamrznjeni daljši čas, prav tako kot 
elucijske frakcije iz vzorca vtoka. Pri 0,5 M NaCl je prišlo do pojava bolezenskih znamenj 
na rastlinah tobaka. Elucijske frakcije iz vtoka pa vsebujejo približno 0,4 M NaCl, tako da 
lahko sklepamo, da sol prisotna v elucijskih frakcijah ni vzrok za odsotnost okužbe testnih 
rastlin. Pri okuževanju z virusi v pufru HEPES z 1 M NaCl do pojava bolezenskih znamenj 
ni prišlo. S tem si lahko razložimo odsotnost okužbe pri okuževanju z različnimi 
koncentracijami virusov v starem predhodno koncentriranem koncentratu CIM vzorca 
vtoka, pri katerem so za elucijo uporabili 1 M NaCl. Kramberger (2006) je s poskusi vpliva 
NaCl na infektivnost virusa mozaika kumare (Cucumber mosaic virus, CMV) ugotovila, da 
virus izgubi sposobnost okužbe testnih rastlin ob prisotnosti 1,5 M NaCl raztopine. CMV 
velja za manj stabilen virus (Koenig, 1986). Ne moremo ločevati med vplivom soli na 
infektivnost virusov in vplivom na samo mehansko inokulacijo. Smo pa med postopkom 
okuževanja opazili, da ob prisotnosti 1 M NaCl raztopine listi po ranitvi s karborundom, 
zaradi izhajanja vode ovenijo, kar lahko inhibira mehansko inokulacijo. Za okužbo kumar 
z virusom CGMMV so bile, glede na naše poskuse, koncentracije dodanih infektivnih 
virusov prenizke. 
 
Pri kontrolah z dodanimi infektivnimi virusi PMMoV in CGMMV v elucijske frakcije 
(uporabljene frakcije iz ponovnega koncentriranja vzorca vtoka) so se na rastlinah tobaka 
bolezenska znamenja razvila. Glavna razlika med inokulumom elucijskih frakcij in 
elucijskih frakcij z dodanimi infektivnimi virusi je v višji celokupni koncentraciji virusov 
in v viru prisotnih virusov. Virusi v elucijskih frakcijah so iz vtoka v čistilno napravo, kjer 
razmer in sestave vzorca ne poznamo, dodani infektivni virusi pa so iz rastlinskega 
materiala okuženih rastlin. Virusi so ohranili svojo infektivnost kljub prisotnosti neznanih 
snovi v vzorcu vtoka, ki se koncentrirajo skupaj z virusi. Infektivni virusi so bili v 
elucijskih frakcijah zamrznjeni daljši čas, pred okuževanjem pa smo jih razsolili z gelsko 
filtracijo, prav tako kot elucijske frakcije iz vzorca vtoka uporabljene za test infektivnosti. 
Rezultati nakazujejo, da prisotnost snovi v koncentratu CIM ne prepreči okužbe testnih 
rastlin. Za okužbo kumar s CGMMV so bile, glede na naše poskuse, koncentracije dodanih 
infektivnih virusov prenizke. 
 
Virusi CGMMV in PMMoV iz vtoka v čistilno napravo pred in po koncentriranju niso 
okužili testnih rastlin, čeprav smo njihovo prisotnost dokazali z molekularnimi metodami 
in z elektronsko mikroskopijo. Iz rezultatov poskusov in vključenih kontrol lahko 
zaključimo, da virusi CGMMV in PMMoV v razmerah, katerim so bili izpostavljeni v 
vtoku v čistilno napravo, in med koncentriranjem niso ohranili sposobnosti okužbe testnih 
rastlin. Z rezultati dodatnih kontrol okuževanja smo izključili prisotnost NaCl (0,4 M) v 
vzorcu po koncentriranju z gradientno elucijo kot razlog za odsotnost infektivnosti. Prav 
tako lahko, glede na rezultate vključenih kontrol, kot razlog za odsotnost infektivnosti 
izključimo prisotnost snovi iz vzorca vtoka v čistilno napravo, ki se koncentrirajo skupaj z 
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virusi. Virusi v vzorcu vtoka v čistilno napravo pa so že pred vzorčenjem in 
koncentriranjem izpostavljeni številnim snovem, ki lahko vplivajo na njihovo celovitost in 
infektivnost. 
 
Gre za prepletanje več dejavnikov in njihovih vplivov na infektivnost virusov ter na 
uspešnost metode mehanske inokulacije. Kljub temu, da smo z molekularnimi metodami 
po koncentriranju dokazali visoke koncentracije virusne RNA in z elektronsko 
mikroskopijo pokazali intaktnost virusnih delcev, se v razmerah,  katerim so bili virusi 
predhodno izpostavljeni, ni ohranila zadostna koncentracija nepoškodovanih virusov, ki bi 
v pogojih mehanske inokulacije lahko uspešno okužili testne rastline. Hipoteze, da so 
virusi iz vzorca vtoka v čistilno napravo po koncentriranju infektivni, tako ne moremo 
potrdili. V poskuse smo vključili številne kontrole, ki nam pomagajo razumeti prepletanje 
dejavnikov, ki vplivajo na infektivnost virusov. Glede na rezultate, vode kot možne poti 
širjenja rastlinskih virusov ne moremo izključiti. V nadaljevanju nekaj razmislekov o 
smiselnem nadaljevanju raziskovalnega dela. 
 
Z dodatnimi poskusi bi lahko preverili vpliv koncentriranja s kolono CIM in vpliv sistema 
HPLC na infektivnost virusov PMMoV in CGMMV, tako da bi v vzorec vtoka dodali 
infektivne viruse pred samim koncentriranjem. Kljub številnim strižnim silam, katerim so 
virusi izpostavljeni v sistemu HPLC in pri prehodu kolone CIM so  Boben in sod. (2007) 
ter Kramberger in sod. (2004) dokazali infektivnost sorodnih virusov ToMV po 
koncentriranju s kolono CIM.  
 
Ker za vzorec vtoka v čistilno napravo ne vemo, katere primesi vsebuje voda in ker se 
sestava vtoka čistilne naprave nenehno spreminja, glede na količino padavin in človeške 
aktivnosti, bi vpliv nečistoč na nadaljnje analize prisotnih virusov lahko zmanjšali z 
uporabo predkolone.  Gerster in sod. (2013) poročajo o čiščenju bakulovirusov z monolitno 
kromatografijo z uporabo predkolone, ki veže moteče komponente in s tem poveča 
izkoristek pri koncentriranju oziroma zmanjša vplive na infektovnost virusov.  Rački in 
sod. (2015) so uporabili metakrilatno monolitno kolono hidroksi (OH) kemije za 
odstranjevanje molekul, ki bi ovirale vezavo virusnih delcev na kolono CIM. 
 
Preverjanje infektivnosti virusov bi lahko ob ponovitvi poskusov prilagodili tako, da bi 
elucijske frakcije brez vmesnega zamrzovanja in s takojšnjim razsoljevanjem uporabili za 
mehansko inokulacijo rastlin. Tako bi skrajšali čas zadrževanja virusov v koncentratu. Za 
to je potrebno natančno načrtovanje, saj je starost rastlin ob okuževanju zelo pomembna, 
prav tako vzorci vtoka ne smejo čakati na koncentriranje. V naših poskusih smo pred 
okuževanjem opravili še analizo elucijskih frakcij z RT-qPCR in tako smo zmanjšali 
število uporabljenih testnih rastlin, saj smo uporabili samo elucijske frakcije z najvišjimi 
koncentracijami virusne RNA. Prav tako bi na podlagi RT-qPCR analiz posameznih 
elucijskih frakcij za katere poznamo tudi električno prevodnost izmerjeno med elucijo, 
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lahko prilagodili gradient soli uporabljen za elucijo virusnih delcev in tako bolj ciljano 
pridobili elucijske frakcije z visokimi koncentracijami virusne RNA.  
 
5.5 ANALIZA VZORCEV 
 
Določanje izbranih virusov z metodo RT-qPCR je nepogrešljivo orodje za oceno tveganja 
pri okužbi ekonomsko pomembnih rastlin. Dovzetnost na vpliv inhibitorjev in odvisnost 
kvantifikacije od umerjanja s standardi z znano koncentracijo pomenita šibko točko pri 
določanju virusov v okoljskih vodnih vzorcih. Pomankljivosti metode RT-qPCR bi lahko 
reševali z uporabo RT-ddPCR metode, ki je manj občutljiva na inhibitorje v kompleksih 
vzorcih in omogoča kvantifikacijo brez uporabe standardov (Baker, 2012). Ne glede na to, 
da je za primerjavo vrednosti Cq različnih analiz RT-qPCR potrebna uporaba kontrol, 
veliko prednost metode predstavlja visoka občutljivost. Visoka občutljivost pa pomeni tudi 
zaznavo neznatnih kontaminacij v negativnih kontrolah, ki se lahko pojavijo med izolacijo 
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Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko zaključimo sledeče: 
 
 virusa CGMMV in PMMoV sta prisotna v vzorcu vtoka v čistilno napravo Domžale 
– Kamnik; 
 koncentriranje virusov iz vzorca vtoka v čistilno napravo z monolitnimi kolonami 
CIM  poveča koncentracijo osnovnega vzorca za dva velikostna razreda; 
 z uporabo linearnega gradienta lahko pridobimo frakcije z najvišjimi 
koncentracijami virusov CGMMV in PMMoV ob eluciji z elucijskim pufrom 0,05 
M HEPES z 0,4 M NaCl, ki ne vpliva na infektivnost virusov; 
 z elektronsko mikroskopijo v vzorcu vidimo nepoškodovane tobamoviruse; 
 z našimi rezultati nismo pokazali infektivnosti virusov CGMMV in PMMoV v 
vzorcu vtoka v čistilno napravo po koncentriranju s CIM monolitno kromatografijo.  
V nadaljevanju predlagamo: 
 
o ločeno okuževanje testnih rastlin s posameznim virusom v kontrolah 
vključenih v poskuse, da se izognemo antagonističnim vplivom ob okuževanju 
z dvema virusoma; 
o uporabo predkolone pred koncentriranjem na monolitnih kolonah CIM za 
odstranjevanje molekul, ki bi lahko vplivale na infektivnost virusov; 
o takojšnje okuževanje rastlin z elucijskimi frakcijami brez zamrzovanja virusov 
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Prisotnost rastlinskih virusov v okoljskih vodah je bila večkrat potrjena z različnimi 
metodami za detekcijo izbranih virusov (Mehle in Ravnikar, 2012) in z netarčnimi 
metodami v metagenomskih študijah (Rosario in sod., 2009a). Njihova prisotnost v vodi je 
bila prvič opisana pred tridesetimi leti (Koenig, 1986), od takrat naprej pa raziskave 
potrjujejo, da voda omogoča prenos virusov med gostiteljskimi rastlinami in širjenje 
virusov na daljše razdalje, h čemer pripomore človeška aktivnost. Glavni viri rastlinskih 
virusov v okoljskih vodah so korenine okuženih rastlin, ostanki okuženih rastlin in 
kanalizacijske odplake. Nekateri virusi so sposobni preživeti in ohraniti infektivnost tudi 
po prehodu prebavnega trakta ljudi in živali (Zhang in sod., 2006). V okoljskih vodah se 
koncentracija virusov močno zmanjša, kljub temu pa predstavljajo nevarnost za okužbo 
ekonomsko pomembnih rastlin. Zaradi nizkih koncentracij virusov v vodah poleg metode 
za določanje potrebujemo tudi metodo za koncentriranje. 
 
Analizirali smo vzorec vtoka v čistilno napravo Domžale - Kamnik, v katerem so prisotni 
tudi patogeni rastlinski virusi. Osredotočili smo se na virusa CGMMV in PMMoV. 
Koncentriranje vzorcev z monolitno kromatografijo CIM je povečalo koncentracijo 
osnovnega vzorca za dva velikostna razreda. Z linearnim gradientom smo pridobili 
elucijske frakcije. Virusi so se v najvišjih koncentracijah eluirali pri koncentraciji 0,4 M 
NaCl v elucijskem pufru. Frakcije z največjo koncentracijo virusov CGMMV in PMMoV 
smo uporabili za mehansko inokulacijo testnih rastlin, da bi ugotovili ali so virusi 
CGMMV in PMMoV, ki smo jih skoncentrirali z monolitno kromatografijo CIM infektivni 
oziroma lahko okužijo testne rastline. Prisotnost virusov smo po izolaciji RNA dokazovali 
z metodo RT-qPCR.  
 
Z našimi rezultati nismo pokazali infektivnosti virusov v vzorcu vtoka v čistilno napravo, 
smo pa z elektronsko mikroskopijo v vzorcu koncentrata virusov videli nepoškodovane 
virusne delce. Vpliv soli prisotne v elucijskem pufru in prisotnost številnih neznanih snovi 
v vzorcu, ki se koncentrirajo skupaj z virusi, smo zmanjšali z razsoljevanjem z gelsko 
filtracijo. Za ta korak smo se odločili, ker so v predposkusih infektivni virusi redčeni v 
koncentratu CIM izgubili infektivnost oziroma mehanska inokulacija ni bila uspešna v 
primerjavi z okuževanjem z virusi razredčenimi v vodovodni vodi. 
 
Z rezultati dodatnih kontrol okuževanja smo izključili prisotnost NaCl (0,4 M) v vzorcu po 
koncentriranju z gradientno elucijo  kot razlog za odsotnost infektivnosti. Prav tako lahko 
glede na rezultate vključenih kontrol kot razlog za odsotnost infektivnosti izključimo 
prisotnost snovi iz vzorca vtoka v čistilno napravo, ki se koncentrirajo skupaj z virusi. 
Virusi v vzorcu vtoka v čistilno napravo pa so že pred vzorčenjem in koncentriranjem 
izpostavljeni številnim snovem, ki lahko vplivajo na njihovo celovitost in infektivnost. 
Verjetno sta infektivnost virusov in uspešnost metode mehanske inokulacije odvisni od  
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prepletanja več dejavnikov in njihovih vplivov. Kljub temu, da smo z molekularnimi 
metodami po koncentriranju dokazali visoke koncentracije virusne RNA in z elektronsko 
mikroskopijo pokazali celovitost virusnih delcev, se v razmerah, katerim so bili virusi 
predhodno izpostavljeni, ni ohranila zadostna koncentracija nepoškodovanih virusov, ki bi 
v pogojih mehanske inokulacije lahko uspešno okužili testne rastline.  
 
Vode kot možne poti širjenja rastlinskih virusov z našimi poskusi ne moremo izključiti, 
zato za nadaljnje delo predlagamo dodatne poskuse s katerimi bi preverili vpliv 
koncentriranja s kolono CIM in vpliv sistema HPLC na infektivnost virusov PMMoV in 
CGMMV tako, da bi v vzorec vtoka dodali infektivne viruse pred samim koncentriranjem. 
Z uporabo predkolone pred CIM koncentriranjem bi odstranili molekule, ki lahko vplivajo 
na infektivnost virusov; s pridobljenimi elucijskimi frakcijami pa bi brez vmesnega 
zamrzovanja in s takojšnjim razsoljevanjem okužili testne rastline. Prilagodili bi gradient 
soli uporabljen za elucijo virusnih delcev in tako bolj ciljano pridobili elucijske frakcije z 
visokimi koncentracijami virusne RNA. V predposkusih bi ločeno okuževali testne rastline 
s posameznim virusom in ne z obema virusoma hkrati. 
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*Negativne kontrole smo najverjetneje kontaminirali z virusno RNA med izolacijo RNA, NKI - negativna 
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Priloga B: Rezultati testiranja redčitev virusov CGMMV in PMMoV v vodi in koncentratu 




































































































































































































neg. neg. neg. 
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Priloga C: Rezultati poskusa določanja največje razredčino virusov CGMMV in PMMoV, 
s katero še lahko okužimo testne rastline 
inokulum 
COX CGMMV PMMoV 


































































































































































































neg. neg. neg. 
* okuževanje potekalo v ločenem poskusu 
N - N. occidentalis, C - C. Sativus, NKI - negativna kontrola izolacije, NTC - kontrola kontaminacij, PK - 
pozitivna kontrola, / - ni testirano, neg. - negativen rezultat
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Vtok – FP - vzorec vtoka prefiltriran skozi filtrirni papir, Vtok - load- vzorec vtoka prefiltriran skozi filtrirni papir in celulozno-acetatni filter, neg. - negativen rezultat 
 
Priloga D: Rezultati analize vsebnosti virusov CGMMV in PMMoV v posameznih frakcijah 
 
 
PMMoV CGMMV Luciferaza 
vzorec/ frakcija V (mL) Cq povprečje Cq kopije/vzorec izkoristek (%) Cq povprečje Cq kopije/vzorec izkoristek (%) Cq povprečje Cq 






Vtok 5000 24,84 
24,87 17874513,60  
23,31 
23,35 175110,65  
14,60 







Vtok- FP 5000 25,46 
25,31 13579783,15  
23,95 
23,93 120235,50  
15,16 







Vtok- load 2000 25,50 









Nevezna frakcija 2000 28,82 









6 1 36,36 
35,96 3,49 0,0001 
neg. 
neg. neg. neg. 
15,33 
15,04 -1,53 neg. 37,49 
  
35,56 neg. 14,74 
7 1 35,53 
35,53 4,56 0,0001 
36,95 
neg. neg. neg. 
15,03 
15,05 -1,52 38,47 37,05 
  
neg. neg. 15,07 
8 1 33,17 
33,33 18,05 0,0003 
37,23 
neg. neg. neg. 
15,62 
15,64 -0,93 38,16 34,26 
  
33,49 37,25 15,66 
9 1 34,91 
34,94 6,60 0,0001 
neg. 
neg. neg. neg. 
15,46 
15,68 -0,89 neg. 35,83 
  
34,97 neg. 15,90 
10 1 neg. 
neg. neg. neg. 
neg. 
neg. neg. neg. 
15,58 
15,56 -1,00 neg. neg. 
  
neg. neg. 15,55 
11 1 36,42 
36,27 2,87 0,0001 
36,46 
36,46 0,01 0,00002 
15,48 
15,59 -0,98 37,44 37,25 
  
36,12 neg. 15,70 
12 1 35,52 
35,38 5,02 0,0001 
33,86 
34,29 0,03 0,00007 
15,67 
15,61 -0,96 35,25 36,34 
  
35,24 34,72 15,56 
13 1 33,26 
32,60 28,52 0,0005 
36,52 
36,36 0,01 0,00002 
15,22 
15,30 -1,27 37,63 33,87 
  
31,95 36,19 15,38 
14 1 29,68 
29,68 176,95 0,0034 
32,81 
33,13 0,06 0,00016 
15,30 
15,36 -1,21 34,34 30,89 
  
29,68 33,45 15,42 
15 1 26,67 
26,72 1130,66 0,0217 
31,57 
31,34 0,20 0,00050 
15,27 
15,29 -1,28 32,62 28,00 
  
26,76 31,11 15,31 
16 1 24,07 
24,14 5659,28 0,1086 
30,93 
31,05 0,24 0,00060 
15,28 
15,37 -1,20 32,25 25,34 
  
24,21 31,17 15,46 
17 1 21,47 
21,55 28510,82 0,5470 
28,74 
28,70 1,10 0,00274 
15,19 
15,27 -1,30 30,00 22,85 
  
21,63 28,66 15,34 
18 1 20,04 
20,06 72660,49 1,3940 
25,21 
25,01 11,92 0,02981 
15,50 
15,57 -1,00 26,01 21,06 
  
20,08 24,81 15,64 
19 1 19,13 
19,16 127558,09 2,4473 
21,79 
21,92 88,64 0,22166 
15,28 
15,25 -1,32 23,23 20,47 
  
19,18 22,04 15,22 
20 1 18,66 
18,71 168178,71 3,2266 
19,87 
19,87 333,30 0,83352 
15,53 
15,34 -1,23 21,10 19,95 
  
18,77 19,87 15,14 
21 1 18,57 
18,58 183199,78 3,5148 
18,88 
18,92 616,72 1,54229 
15,23 
14,94 -1,63 20,55 20,20 
  
18,59 18,96 14,65 
22 1 18,29 
18,35 211052,52 4,0491 
18,32 
18,35 893,10 2,23344 
15,44 
15,33 -1,24 19,59 19,59 
  
18,41 18,38 15,21 
23 1 18,39 
18,44 199522,24 3,8279 
17,93 
17,82 1257,59 3,14496 
15,23 
15,19 -1,38 19,20 19,82 
  
18,49 17,71 15,15 
24 1 19,20 
19,02 138920,90 2,6653 
17,60 
17,61 1444,05 3,61125 
15,33 
15,28 -1,29 18,90 20,31 
  
18,84 17,61 15,23 
25 1 19,74 
19,73 89048,87 1,7084 
18,60 
18,52 799,52 1,99942 
15,97 
16,10 -0,47 18,99 20,20 
  
19,72 18,44 16,23 
26 1 19,33 
19,26 119379,84 2,2904 
17,94 
17,97 1138,79 2,84787 
14,97 
15,10 -0,81 18,79 20,08 
  
19,19 18,01 15,22 
27 1 19,64 
19,58 97644,11 1,8734 
18,18 
18,32 909,87 2,27539 
14,55 
14,88 -1,03 19,35 20,61 
  
19,53 18,46 15,22 
28 1 19,78 
19,75 87818,99 1,6849 
18,65 
18,67 725,18 1,81352 
15,14 
15,17 -0,74 19,41 20,49 
  
19,73 18,69 15,21 
29 1 20,06 
19,95 77538,25 1,4876 
18,90 
18,93 612,81 1,53250 
15,20 
15,35 -0,56 19,49 20,51 
  
19,84 18,96 15,50 
30 1 20,44 
20,29 62878,90 1,2064 
19,51 
19,37 462,12 1,15565 
15,30 
15,19 -0,72 20,09 21,01 
  
20,13 19,22 15,09 
31 1 20,51 
20,49 55505,56 1,0649 
19,46 
19,49 426,43 1,06640 
15,22 
15,27 -0,64 20,13 21,13 
  
20,46 19,52 15,32 
32 1 20,49 
20,48 55829,54 1,0711 
19,64 
19,68 377,77 0,94473 
15,10 
15,05 -0,86 20,54 21,34 
  
20,47 19,71 15,00 
33 1 20,67 
20,77 46567,01 0,8934 
19,81 
19,65 384,75 0,96218 
15,27 
15,26 -0,65 20,30 21,42 
  
20,87 19,49 15,25 
34 1 20,78 
20,88 43325,13 0,8312 
20,20 
20,13 281,38 0,70368 
15,13 
15,18 -0,73 20,87 21,62 
  
20,99 20,07 15,23 
35 1 21,19 
21,24 34703,06 0,6658 
20,27 
20,30 252,27 0,63086 
15,16 
15,23 -0,69 20,99 21,92 
  
21,29 20,33 15,29 
36 1 21,39 
21,39 31623,04 0,6067 
20,37 
20,31 250,16 0,62559 
15,11 
15,02 -0,89 21,21 22,28 
  
21,39 20,26 14,92 
37 1 21,57 
21,50 29497,41 0,5659 
20,42 
20,50 222,44 0,55629 
15,23 
15,28 -0,63 21,12 22,13 
  
21,43 20,57 15,34 
38 1 21,34 
21,40 31375,35 0,6020 
20,52 
20,54 215,77 0,53961 
14,63 
14,90 -1,01 21,55 22,41 
  
21,46 20,57 15,18 
39 1 21,66 
21,59 27889,85 0,5351 
20,68 
20,67 198,29 0,49589 
14,90 
14,98 -0,93 21,60 22,52 
  
21,52 20,67 15,07 
40 1 21,81 
21,81 24261,72 0,4655 
20,83 
20,88 173,65 0,43425 
15,20 
15,24 -0,67 21,55 22,48 
  
21,81 20,92 15,28 





21,12 148,05 0,37023 
15,17 
15,19 -0,72 21,85 22,44 
  
21,66 21,15 15,21 
42 1 22,02 
22,08 20463,04 0,3926 
21,20 
21,26 135,78 0,33955 
15,19 
15,00 -0,91 22,17 23,00 
  
22,15 21,31 14,81 
Skupaj: 
    
52,2449 
   
40,12549 
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Priloga F: Rezultati RT-qPCR analize vzorcev uporabljenih za okuževanje rastlin 
  
* NTC smo najverjetneje kontaminirali z LUC med izolacijo RNA, NKI - negativna kontrola izolacije, NTC 
- kontrola kontaminacij, PK - pozitivna kontrola, / - ni testirano, neg.- negativen rezultat 






 LUC PMMoV CGMMV 
































































































15,72 17,87 17,19 































38,06* neg. neg. 
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Priloga G: Rezultati RT-qPCR analize tesnih rastlin štiri tedne po okuževanju; z izbranimi 
elucijskimi frakcijami, z elucijskimi frakcijami z dodanimi infektivnimi virusi, z 
infektivnimi virusi v različnih koncentracijah soli (NaCl) 
 
COX PMMoV CGMMV 
vzorec (inokulum- rastlina) Cq 
povprečje 
Cq 






























































































































































neg. neg. neg. 
/ - ni testirano, neg. - negativen rezultat, NKI - negativna kontrola izolacije, NTC - kontrola kontaminacij, PK 
- pozitivna kontrola
 
